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A aplicação de campos elétricos de alta intensidade (CEAI) no coração é realizada fre-
quentemente durante tentativas de reversão da fibrilação, e para gerar sincronismo cardíaco 
com o uso de marca-passos. Entretanto, este procedimento rotineiro pode causar danos ao 
miocárdio. O objetivo deste trabalho foi investigar se a estimulação β-adrenérgica afeta a vulne-
rabilidade de miócitos ventriculares ao CEAI, uma vez que, durante a fibrilação ventricular, há 
aumento reflexo do tônus simpático, em virtude da consequente hipotensão arterial, e a admi-
nistração de catecolaminas é um procedimento comum neste tipo de emergência. Miócitos fo-
ram isolados do ventrículo esquerdo de ratos Wistar adultos por digestão enzimática. As células 
foram perfundidas com solução de Tyrode a 23 °C e estimuladas a 0,5 Hz. Aplicou-se CEAI em 
intensidades crescentes até que fosse induzida uma lesão letal na célula. A probabilidade de 
morte celular foi determinada em função da amplitude do CEIA e da máxima variação estimada 
do potencial de membrana (ΔVmax) por análise de sobrevivência (curva de letalidade). Destas 
curvas, obteve-se o parâmetro EL50 (valor de CEAI ou ΔVmax com probabilidade de letalidade 
de 0,5). A estimulação β-adrenérgica, pela perfusão com 10 nM de isoproterenol (ISO), foi reali-
zada na ausência e presença de 150 nM de metoprolol (MET, bloqueador de adrenoceptores 
β1), 10 µM de H-89 (inibidor de PKA) e 500 nM de BIS I (inibidor de PKC), bem como após pro-
tocolo para minimizar o aumento de mobilização celular de Ca2+. As curvas foram comparadas 
por teste de Mantel-Cox. O tratamento com ISO promoveu o deslocamento da curva para a di-
reita (p < 0,01) e EL50 aumentou de 85 para 100 V/cm. MET e H-89 aboliram o efeito protetor 
do ISO, e, quando perfundidos na ausência de ISO, não tiveram quaisquer efeitos sobre a indu-
ção de letalidade por CEAI. A redução da mobilização de Ca2+ e o tratamento com BIS I não 
alteraram as curvas de letalidade, na presença ou ausência de ISO, mas provocaram significan-
te aumento no tempo de recuperação das células após um choque não letal. As curvas em fun-
ção de ΔVmax foram similares àquelas em função da intensidade do campo. Os resultados mos-
tram que a estimulação β-adrenérgica é capaz de proteger os miócitos dos efeitos deletérios do 
CEAI, permitindo que a célula suporte maiores ΔVmax. A proteção parece ser mediada por adre-
noceptores β1 e PKA, e possivelmente envolve ativação de mecanismos de reparo. Estas vias 
de proteção podem ser futuramente exploradas para atenuar os danos miocárdicos causados 
pela desfibrilação/cardioversão. 






The myocardium is exposed to high-intensity electric fields (HIEF) during cardiac electric 
defibrillation, which may reverse life-threatening arrhythmias, but also cause cell damage. Im-
pairment of cardiac pumping during ventricular fibrillation is usually associated with high sympa-
thetic tone, and catecholamine infusion is a common procedure for the emergencial treatment of 
this arrhyhmia. The present study was carried out to investigate whether adrenergic stimulation 
affects the vulnerability of ventricular myocytes to the lethal effect of HIEF. Left ventricular myo-
cytes were isolated from adult Wistar rat hearts by collagenase digestion. Under perfusion with 
Tyrode´s solution at 23 ºC, cyclic contractile activity was evoked by stimulation at 0.5 Hz. A HIEF 
pulse was then applied, after which cells were allowed to rest and recover from the shock. Af-
terward, the protocol was repeated increasing HIEF amplitude until cell death ensued. The prob-
ability of cell death as a function of the field intensity or the estimated maximum change in mem-
brane potential, ΔVmax (lethality curve) was determined by survival analysis. The protocol was 
carried out during exposure to 10 nM isoproternol (ISO), in the absence and presence of the β1-
adrenoceptor blocker metoprolol (MET, 150 nM), the PKA inhibitor H-89 (10 µM), the PKC inhibi-
tor BIS I (500 nM), or after a protocol designed to attenuate the increase in cell Ca2+ mobilization 
by ISO. Lethality curves were compared with the Mantel-Cox test. Exposure to ISO produced a 
marked rightward shift of the lethality curves (p< 0.01), and the field intensity associated with the 
cell death probability of 0.5 (EL50) was increased from 85 to 100 V/cm. Treatment with MET or 
H-89 alone did not significantly affect the curves, but completely abolished ISO protective effect. 
Decreasing Ca2+ mobilization and BIS I treatment did not produce significant effects on the le-
thality curves, either in the absence or presence of ISO, but they increased the time spent to cell 
recovery after a non-lethal shock. Similar results were obtained for the lethality curve as a func-
tion of ΔVmax. Therefore, β-adrenergic stimulation confers protection to ventricular myocytes from 
the lethal effects of HIEF, even though cells apparently experience higher variations of ΔVmax, 
which should lead to extensive electroporation. This effect, which seems to be mediated by β1–
adrenoceptors and dependent on PKA activation, possibly involving recruitment of membrane 
repair mechanisms. This protective effect may be further explored as a means to attenuate HIEF 
deleterious effects on cardiac function that frequently result from electric defibrilla-
tion/cardioversion. 
Keywords: myocardium, defibrillation, electric field, cell death, β-adrenergic stimulation   
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(PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 atua elevando a [Ca
2+]i. DAG e Ca
2+ 
ativam a quinase de proteína C (PKC), que atuará no selamento. Ca2+ também pode interagir 
com SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Receptor) e anexinas 
(ANX), para mediar a fusão de membranas e processos de exocitose e endocitose. PKC e PKA 
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O coração é um órgão que funciona como uma bomba muscular capaz de gerar a força 
motriz para manter o fluxo de sangue em todo o sistema vascular. Em mamíferos, ele é consti-
tuído de quatro câmaras, dois átrios e dois ventrículos, de modo que o órgão funciona como 
duas bombas acopladas em série. O sangue da circulação sistêmica chega ao átrio direito, e, a 
seguir, segue para o ventrículo direito, através da válvula tricúspide. A contração do ventrículo 
direito irá ejetar o sangue para a circulação pulmonar, onde ocorrem as trocas gasosas entre o 
sangue e o ar no interior dos alvéolos pulmonares (hematose). Ao fim da circulação pulmonar, a 
veia pulmonar desemboca no átrio esquerdo, de onde o sangue passa para o ventrículo es-
querdo através da válvula mitral. Ao se contrair, o ventrículo esquerdo irá ejetar o sangue para a 
circulação sistêmica, suprindo todo o organismo com nutrientes e oxigénio, e transportando os 
resíduos metabólicos para os sítios de eliminação. Durante a sístole, a contração dos átrios 
precede a contração ventricular. Em decorrência da anatomia cardíaca, a atividade rítmica e 
sequencial das contrações das câmaras é fundamental para a eficiência deste órgão como uma 
bomba (Guyton & Hall, 2006). 
O sincronismo que garante a eficiência do bombeamento cardíaco é obtido pela ativida-
de elétrica deste órgão. Esta atividade elétrica envolve a geração e condução de potenciais de 
ação por todo o miocárdio, uma vez que células cardíacas são eletricamente acopladas por 
junções comunicantes, também conhecidas como junções gap (Bers, 2001). O nódulo sinusal é 
uma região no átrio direito onde é gerada a atividade elétrica, que é propagada para as células 
atriais. A atividade elétrica que se desenvolve nos átrios não pode se propagar diretamente pa-
ra os ventrículos devido à existência de tecido conjuntivo isolante entre eles. O único ponto de 
passagem é o nódulo atrioventricular (NAV), uma estrutura localizada no átrio direito, próximo à 
válvula tricúspide. No NAV, a condução da atividade elétrica sofre um atraso, que permite que 
os ventrículos permaneçam relaxados durante a contração dos átrios, garantindo seu adequado 
enchimento. Do NAV, a atividade elétrica é propagada através do feixe de His e deste para as 
fibras de Purkinje, que conduzem a atividade elétrica nos ventrículos do ápice para a base e do 
endocárdio para o epicárdio (Malmivuo & Plonsey, 1995; Guyton & Hall, 2006).  
O sincronismo elétrico do coração só é convertido em eficiência de bombeamento se vi-
er acompanhado da coordenação da atividade contrátil. Em condições fisiológicas normais isso 
ocorre, pois a atividade elétrica está associada à atividade contrátil por um processo conhecido 
como acoplamento excitação-contração. Nas células cardíacas, este acoplamento ocorre quan-
do o potencial de ação promove a abertura de canais de Ca2+ no sarcolema, permitindo a entra-
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da deste íon para o citoplasma. O Ca2+ que entra na célula é capaz de promover a liberação 
dos estoques deste íon contidos no retículo sarcoplasmático (RS; Fabiato, 1983), gerando um 
grande aumento da concentração intracelular de Ca2+ livre ([Ca2+]i), de 150-250 nM para 0,7-1 
µM. Devido ao aumento da [Ca2+]i, ocorre o favorecimento da ligação do Ca
2+ à troponina C dos 
miofilamentos, o que permite a interação actina-miosina necessária para o desenvolvimento da 
contração celular. A concentração intracelular de Ca2+ retorna aos valores basais por ação de 
transportadores localizados no sarcolema e em organelas (Bers, 2002). Os principais transpor-
tadores envolvidos neste processo são a ATPase de Ca2+ do RS (SERCA) e o trocador Na2+-
Ca2+ (NCX) do sarcolema, com menor participação da ATPase de Ca2+ do sarcolema e do uni-
porter mitocondrial (Bassani et al., 1992, 1994). A redução da [Ca2+]i diminui a probabilidade de 
interação entre Ca2+ e troponina C, promovendo o relaxamento da célula (Bers, 2001, 2002). 
1.1 ARRITMIAS CARDÍACAS 
O coração está sujeito a sofrer alterações de seu ritmo normal, e consequente compro-
metimento de sua eficiência bombeadora, sob diversas condições patológicas. Estas arritmias 
podem comprometer a função cardíaca a ponto de serem letais. As arritmias mais graves são 
as que acometem os ventrículos, pois afetam diretamente o bombeamento de sangue. O caso 
mais grave e que pode levar a morte em poucos minutos é a fibrilação ventricular (FV), caracte-
rizada por contração desordenada do ventrículo devida à perda da organização sequencial de 
ativação elétrica do miocárdio. As primeiras descrições da fibrilação advêm dos trabalhos de 
John McWillam publicados entre 1887 e 1889 (Akselrod et al., 2009), mas foi Carl J. Wiggers o 
primeiro a propor o mecanismo da fibrilação em 1940 (Akselrod et al., 2009). Para Wiggers, a 
fibrilação seria decorrente da iniciação de uma contração cardíaca antes do fim da contração 
anterior. Tal contração prematura poderia ser causada por um estímulo (natural ou artificial) 
aplicado durante um período que foi denominado período vulnerável. Embora as células indivi-
duais desenvolvam contração durante a fibrilação, a ausência de um padrão organizado com-
promete severamente a eficiência cardíaca (Jalife, 2000; Keating & Sanguinetti, 2001; Chattipa-
korn & Chattipakorn, 2004; Guyton & Hall, 2006; Jones & Lodé, 2007; Akselrod et al., 2009; 
Steendijk, 2009). 
Nos Estados Unidos da América, é estimado que cerca de 600 mil pessoas sofram pa-
rada cardíaca a cada ano, das quais apenas um terço sofre a parada dentro de hospitais (Roger 
et al., 2012). Quando são identificadas causas, as paradas cardíacas são associadas principal-
mente à FV e podem causar a morte súbita do paciente (Turakhia & Tseng, 2007). Estima-se 
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que ao redor do mundo a morte súbita atinja em torno de 4 a 5 milhões de pessoas anualmente 
(Chugh et al., 2008). 
1.2 DESFIBRILAÇÃO ELÉTRICA 
Desde os primórdios do uso da eletricidade, o ser humano tem explorado com curiosida-
de os efeitos desta sobre os seres vivos. No início, ainda no século XVIII, os estudos eram me-
ramente empíricos, e não raramente envolviam a eletrocussão de algum ser vivo por descargas 
oriundas de garrafas de Leyden, um dispositivo primitivo que permitia o armazenamento de car-
ga elétrica. Homens como Giovanni Bianchi, van Pieter Musschenbroek e Abdilgaard conduzi-
ram estudos em que a eletricidade era utilizada tanto para matar como para reviver animais. 
Diversos trabalhos foram conduzidos ao longo dos anos neste campo, um tanto obscuro para a 
época, e em 1774 teria sido realizada a primeira desfibrilação elétrica bem sucedida em huma-
nos. O caso em questão envolve a reanimação de uma menina de 3 anos, Sophia Greenhill, 
que teria morrido após uma queda. Imaginando que a menina já estivesse morta, os próprios 
pais autorizaram que um vizinho aplicasse choques elétricos em diversas partes do corpo da 
menina. Mas, somente em 1947 foi realizada com sucesso a primeira desfibrilação humana 
bem documentada. O feito foi obtido por Claude Beck, utilizando a aplicação de quatro choques 
de 110 V diretamente no coração do paciente Richard Heyard, que na época tinha 14 anos 
(Akselrod et al., 2009). 
Os primeiros trabalhos com desfibrilação elétrica eram muito aleatórios e consistiam ba-
sicamente em aplicar choques sucessivos em diferentes partes do corpo de um paciente, pre-
sumidamente morto, até que este fosse reanimado ou a equipe desistisse do processo. James 
Curry reuniu os relatos de ressuscitação disponíveis até 1792 e, tentando pôr ordem no caos, 
propôs o que seria a primeira descrição de um protocolo desfibrilatório. Para Curry, a aplicação 
de choques elétricos só deveria ser realizada se outras manobras não reanimassem o paciente 
após uma hora de tentativas. Mas, sem sombra de dúvidas, a maior contribuição deste autor foi 
apontar a importância do choque ser aplicado através do peito do paciente, além é claro de ter 
sugerido uma série de procedimentos de segurança (Akselrod et al., 2009). 
A ressuscitação elétrica não foi vista com bons olhos pela opinião pública no início. Afi-
nal, em uma época de pouca difusão de informação científica entre a população, a realização 
de experimentos que envolviam a eletrocussão de cadáveres não raramente era associada a 
rituais e cultos satânicos. A publicação em 1818 do romance Frankenstein de Mary Shelley aju-
dou a obscurecer ainda mais o procedimento e levantou uma cortina de medo sobre o uso da 
eletricidade para ressuscitar mortos. No transcorrer dos séculos XIX e XX, muitos progressos 
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foram alcançados no campo da eletricidade, o que foi seguido da evolução destes processos de 
desfibrilação, até então muito empíricos (Akselrod et al., 2009). Notadamente, no final do século 
XIX e início do século XX, o desenvolvimento e aplicação clínica do eletrocardiograma por Wil-
lem Einthoven representaram um grande avanço para o entendimento das arritmias cardíacas 
(Barold, 2003). Durante o século XX, houve o desenvolvimento dos desfibriladores e dos proce-
dimentos desfibrilatórios modernos, que se tornaram parte do que se chama hoje de ressuscita-
ção cardiopulmonar (Akselrod et al., 2009). 
Do ponto de vista funcional, a desfibrilação consiste na aplicação de um campo elétrico 
(E) de alta intensidade sobre o coração, o que reverte o quadro de fibrilação pela recuperação 
do sincronismo da atividade contrátil cardíaca. A aplicação de um E externo gera um gradiente 
de potencial elétrico no meio extracelular, que é capaz de promover o rearranjo de cargas nas 
faces da membrana celular e assim causar variações do potencial transmembrana (Vm). No ca-
so das células cardíacas, que não são esféricas, as regiões da membrana mais próximas aos 
eletrodos são expostas aos maiores valores de potencial externo, e por isso experimentam as 
maiores variações de Vm (Knisley et al., 1993; Cheng et al., 1999; Sharma & Tung, 2002). 
Quando Vm atinge o valor limiar para o disparo de um potencial de ação, a célula é excitada.  
A estimulação de uma célula excitável, i.e., sua despolarização, é seguida de um perío-
do de refratariedade em que ela não responde a nenhum estímulo, por mais intenso que seja. 
Fazendo com que um grande número de células cardíacas entrem neste estado de inexcitabili-
dade ao mesmo tempo, é possível se extinguir as frentes de onda desordenadas que mantém a 
FV, permitindo o restabelecimento do padrão normal de contração cardíaca (Zipes et al., 1975; 
Aidley, 1998; Bers, 2001; Qu, 2006). 
Normalmente, um E da ordem de 1 V/cm já é suficiente para estimular uma célula (Ide-
ker et al., 1995). Mas o E necessário para desfibrilação é bem maior, pois o coração possui cé-
lulas cardíacas a diferentes distâncias dos eletrodos e orientadas em várias direções, de modo 
que as células no miocárdio ficam expostas a diferentes valores de E (Yabe et al., 1990; Vetter 
et al., 2005). A orientação dos miócitos em relação ao E é um fator importante e capaz de de-
terminar o valor limiar de E para excitação (Tung et al., 1991; Ranjan & Thakor, 1995; Lima, 
1999; Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008). Assim, para obter uma maior chance de suces-
so na desfibrilação é necessário um choque de alta intensidade (Chen et al., 1998; Chattipakorn 
& Chattipakorn, 2004; Dosdall et al., 2010). O problema é que os choques desfibrilatórios po-
dem levar ao surgimento de E no coração que variam de 1 a 189 V/cm (Yabe et al., 1990), e um 
E desta magnitude é mais que o suficiente para se promover hipercontratura irreversível e mor-
te de células cardíacas (Jones et al., 1987; Oliveira et al., 2008; Klauke et al., 2010). 
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O procedimento de desfibrilação pode acarretar efeitos indesejados graves. A exposição 
do coração a E de alta intensidade pode levar ao surgimento de lesões no miocárdio, refratarie-
dade elétrica, depressão contrátil, redistribuição de receptores de membrana, perda de excitabi-
lidade, reorganização de citoesqueleto e morte de miócitos cardíacos (Robinson, 1985; Onuma 
& Hui, 1985; Yabe et al., 1990; Li et al., 1991; Cho et al., 1994; Malmivuo & Plonsey, 1995; Soa-
res, 2003; Cheng et al., 1999; Oliveira et al., 2008; Tsai et al., 2009). O próprio choque desfibri-
latório pode ainda promover a reindução do quadro de fibrilação (Trayanova, 2001; Dosdall et 
al., 2010), danos ao miocárdio e até morte após uma desfibrilação inicialmente bem sucedida 
(Becker et al., 1991; Walcott et al., 2003). 
Os efeitos indesejados da desfibrilação são comumente associados à perda da permea-
bilidade seletiva da membrana em decorrência do fenômeno denominado eletroporação. Este 
consiste na permeabilização (formação de poros) da membrana celular (Tsong, 1991; Tovar & 
Tung, 1992; Tung et al., 1994; Krauthamer & Jones, 1997; Nikolski & Efimov, 2005). 
Mesmo com tantos problemas, uma vez constatada a FV, o procedimento de desfibrila-
ção deve ser realizado em caráter de emergência. O tempo é também crucial nesta situação. 
Cerca de 50% dos quadros são revertidos se a desfibrilação ocorre nos primeiros 5 minutos, 
caindo em 10% a cada minuto sem tratamento (Eisenberg et al., 1980; Larsen et al., 1993). Em 
média, somente 21% dos pacientes sobrevivem a um episódio de FV (Roger et al., 2011). 
1.3 ELETROPORAÇÃO 
A eletroporação, ou eletropermeabilização, compromete o controle do fluxo de íons e 
macromoléculas através da membrana (Kinosita & Tsong, 1977; Weaver, 1994; Weaver & 
Chizmadzhev, 1996; Oliveira et al., 2005; Nikolski & Efimov, 2005; Ivorra, 2010; Fedorov et al., 
2008). Dois tipos de poros podem surgir na membrana plasmática durante a eletroporação: os 
hidrofóbicos e os hidrofílicos (Figura 1.1). Os poros hidrofóbicos não permitem a passagem de 
íons, são menores, e surgem e desaparecem constantemente na membrana por agitação térmi-
ca dos fosfolípides que a constituem. Já os poros hidrofílicos são maiores, podem permitir a 
passagem de íons e macromoléculas, e são formados a partir dos poros hidrofóbicos já existen-
tes (Weaver, 1994; Weaver & Chizmadzhev, 1996). Assume-se que o poro hidrofóbico trans-
forma-se em um poro hidrofílico quando excede um raio crítico (Weaver & Chizmadzhev, 1996; 
Smith et al., 2004). A formação deste tipo de poro é acompanhada do encurvamento da bica-
mada lipídica (Weaver & Chizmadzhev, 1996; Tieleman, 2004), de modo que as cabeças pola-
res dos fosfolípides formam um canal que permite a passagem de moléculas polares (Figura 
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1.1). À medida que moléculas de água e íons atravessam a membrana a favor de seu gradiente 
eletroquímico, a expansão do poro vai sendo acelerada (Tieleman, 2004). 
 
Figura 1.1 – Representação esquemática de poros em uma bicamada lipídica que permitem (poro hidrofí-
lico) ou não (poro hidrofóbico) a passagem de íons e outras moléculas polares. 
 
A aplicação de um E de alta intensidade promove a formação de poros hidrofílicos ao 
fornecer energia ao sistema (DeBruin & Krassowska, 1999): a variação de Vm modifica a condi-
ção de equilíbrio do sistema, de modo a favorecer a quebra da barreira de energia para a for-
mação do poro hidrofílico, a qual passa a ser energeticamente favorável. A partir daí, o poro vai 
se expandindo e a energia livre do sistema diminui, o que estabiliza o sistema na nova condição 
de equilíbrio (Figura 1.2, Weaver & Chizmadzhev, 1996). 
Aceita-se que existe um valor crítico de Vm que deve ser atingido para que a formação 
de poros hidrofílicos na membrana seja favorável (Kotnik et al., 2003; Weaver e Chizmadzhev, 
1996). A eletroporação consiste, assim, em um evento estocástico de conversão de poros hidro-
fóbicos em hidrofílicos (Böckmann et al., 2008), de modo que quanto maior a variação de Vm 
(Wolf et al., 1994; Smith et al., 2004; Saulis, 2010) e quanto mais tempo Vm permanece acima 
do limiar de eletroporação (Kotnik et al., 2003), maior a probabilidade de formação dos poros. 
Estes parâmetros, intensidade e duração, estão intimamente relacionados, sendo que pulsos de 
curta duração necessitam de uma intensidade de E maior do que pulsos longos para promover 










Figura 1.2 – Energia livre (W) dos poros hidrofóbicos (W1) e hidrofílicos (W2) em relação ao raio dos po-
ros (r) e o potencial transmembrana (Vm). Wc é a barreira de energia que se opõe à formação do poro 
hidrofílico, e rc é o raio crítico para conversão do poro hidrofóbico em hidrofílico (Weaver & Chizmadzhev, 
1996; licença número 2901020114458). 
 
A faixa de Vm descrita como limiar para formação de poros é ampla, entre 100 e 1100 
mV, o que pode ser parcialmente causado por variação na espessura da membrana de diferen-
tes tipos celulares, das condições experimentais e do método de medição de Vm (Crowley, 
1973; Zimmermann et al., 1974; O'Neill & Tung, 1991; Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska, 
1999; Ivorra & Rubinsky, 2010). Em células cardíacas, a eletroporação parece começar a ocor-
rer quando Vm atinge valores próximos a ± 200 mV (Tung, 1996). 
Dependendo da severidade da eletroporação, ela pode ser reversível (Saulis et al., 
1991; Saulis, 2010) ou irreversível (Ivorra & Rubinsky, 2010). A eletroporação irreversível culmi-
na na morte celular, seja pela formação de poros permanentes, seja pela formação de poros 
temporários, que, no entanto, permanecem abertos por tempo suficiente para desencadear 
eventos que levam à morte celular (Ivorra & Rubinsky, 2010). Entretanto, a morte pode ocorrer 
mesmo quando não há completa lise da célula, e até após o completo reparo da membrana 
(Neu & Neu, 2010). Isto ocorreria por que a célula que sobrevive guardaria uma “memória” do 
evento de eletroporação. Esta memória, que pode perdurar por horas, foi proposta por Teissié 
et al. (2005) após a revisão de trabalhos que demonstram a permanência de alterações (i.e., 
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inversão de posição) de fosfolípides carregados negativamente na membrana que sofre reparo. 
Normalmente existe uma organização bem definida de fosfolípides na membrana, o que é im-
portante para diversos processos celulares, inclusive por participar da definição do Vm (Fadeel & 
Xue, 2009). A fosfatidilserina, por exemplo, é um fosfolípide que, em condições fisiológicas 
normais é mais abundante na face citoplasmática da membrana (Verhoven et al., 1995; Fadok 
et al., 1998; Fadeel & Xue, 2009). A inversão da localização da fosfatidilserina ocorre normal-
mente durante a apoptose, atuando como sinal para desencadear o ataque de fagócitos (Ve-
rhoven et al., 1995; Fadok et al., 1998; Savill & Fadok, 2000). A perda de conteúdo celular atra-
vés dos poros e a mudança irreversível nas concentrações iônicas intracelulares também po-
dem ser causas da morte celular pós-reparo (Neu & Neu, 2010). A morte das células cardíacas 
expostas a E de alta intensidade tem sido associada a estes últimos fatores, particularmente a 
sobrecarga de Ca2+, um íon de alto potencial citotóxico (Case et al., 2007). O aumento massivo 
e prolongado da [Ca2+]i causa hipercontratura, que leva a lesão física do citoesqueleto e da 
membrana, bem como ativação de proteases Ca2+-dependente e dano mitocondrial (Tung et al., 
1994; Knisley & Grant, 1995; Berridge et al., 1998, 2000; Oliveira et al., 2005; Klauke et al., 
2010). 
Quando a lesão da membrana, por eletroporação ou outra causa, é reversível, os poros 
desaparecem por um processo passivo ou ativo. O processo passivo consiste no fechamento 
espontâneo dos poros. É um processo muito rápido (menos de 1 s), mas só observado em po-
ros pequenos, de até 2 µm de diâmetro (McNeil & Steinhardt, 2003). Experimentos com hemá-
cias demonstraram que o fechamento dos poros pode ocorrer em três etapas (dependendo dos 
parâmetros do pulso que gerou a eletroporação): a primeira etapa é caracterizada por uma rá-
pida redução do raio do poro; a etapa seguinte é marcada por uma redução mais lenta do raio 
do poro, e a última etapa é a que leva ao fechamento definitivo do poro (Saulis et al., 1991). O 
reparo de danos maiores requer um mecanismo ativo e mais lento, associado com os proces-
sos de exocitose ou endocitose e, portanto, dependente de trifosfato de adenosina (ATP) e Ca2+ 
(Steinhardt et al., 1994; McNeil & Steinhardt, 2003; Schapire et al., 2009; Draeger et al., 2011). 
O reparo ativo da membrana pode ocorrer basicamente de quatro formas, que não são 
mutuamente exclusivas e podem coexistir (McNeil & Steinhardt, 2003; Schapire et al., 2009; 
Draeger et al., 2011): 
1) O poro é exocitado, i.e., a célula descarta para o meio externo a região da membra-
na danificada na forma de uma vesícula. A exocitose de regiões danificadas da 
membrana foi demonstrada pela observação do descarte de micropartículas próximo 
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a regiões lesadas da membrana de células renais e do miométrio (Babiychuk et al., 
2009). 
2) A fusão de vesículas à membrana per se promove uma redução da tensão superfici-
al da membrana, levando ao fechamento dos poros (Togo et al., 1999, 2000). 
3) Formação de um patch de vesículas que se fundem e vedam os poros ou áreas de 
ruptura, como observados em fibroblastos e células ovo de ouriço do mar, ou axônio 
de neurônios (Eddleman et al., 1997; Terasaki et al., 1997; McNeil et al., 2000; 
McNeil & Kirchhausen, 2005). 
4) A região da membrana contendo o poro é endocitada (McNeil & Steinhardt, 2003; 
Schapire et al., 2009; Draeger et al., 2011), como observado em células renais e He-
La lesadas pela toxina estreptolisina O (Idone et al., 2008). 
1.4 CATECOLAMINAS 
As catecolaminas são moléculas que contêm um grupo funcional amina (NH2) e um anel 
benzênico característico denominado catecol (1,2-dihidroxibenzeno). Estes compostos possuem 
importante função no organismo, atuando como hormônios e neurotransmissores da eferência 
simpática (Nagatsu, 2006). As principais catecolaminas biogênicas são a adrenalina (= epinefri-
na), noradrenalina (= norepinefrina) e dopamina, todas sintetizadas a partir da L-tirosina (Latifi 
et al., 2000; Nagatsu, 2006).  Além das biogênicas, existem importantes catecolaminas sintéti-
cas desenvolvidas para atuar sobre receptores específicos, como o isoproterenol (= isoprenali-
na, um derivado da noradrenalina) e a dobutamina (Latifi et al., 2000). 
As catecolaminas exercem um importante papel na regulação da frequência e força de 
contração cardíacas. Entretanto, estes efeitos variam de acordo com os receptores adrenérgi-
cos (adrenoceptores) ativados por elas (Guyton & Hall, 2006). Existem duas superfamílias de 
adrenoceptores, que são designadas pelas letras gregas α e β. Esta classificação teve origem 
na resposta excitatória (α) e inibitória (β) destes receptores em vasos sanguíneos, i.e., recepto-
res α promovem a contração e receptores β a dilatação dos vasos sanguíneos (Ahlquist, 1948). 
Posteriormente identificou-se variações dentro destas famílias, e a classificação foi expandida 
para  α1 e α2, e β1 e β2, em função da potência relativa de agonistas (Langer, 1974; Lands et al., 
1967a,b), e β3 (Gauthier et al., 1996). 
Os receptores possuem séries de potência de agonistas características. No caso de 
adrenoceptores β, a ordem de potência é:  β1 (isoproterenol > adrenalina = noradrenalina), β2 
(isoproterenol > adrenalina >> noradrenalina) e β3 (isoproterenol = noradrenalina > adrenalina). 
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O isoproterenol (ISO) é, portanto, um agonista seletivo para os adrenoceptores β, mas não se-
letivo para seus subtipos (Lands et al., 1967b). 
No coração, a predominância é da superfamília β (Bristow et al., 1988; Steinfath et al., 
1992; Brodde & Michel, 1999). Embora os subtipos β1 e β2 coexistam, a dominância é marca-
damente de β1, que perfazem cerca de 80% dos adrenoceptores  β (Carlsson et al., 1972; Min-
neman et al., 1979; Brodde, 1991). 
Os adrenoceptores são glicoproteínas de membrana que fazem parte da grande família 
dos receptores acoplados a proteína G. Estas são verdadeiras “chaves moleculares”, atuando 
na transdução de diversas vias de sinalização. As proteínas G são constituídas de três subuni-
dades (Gα, Gβ e Gγ), e podem ser classificadas em Gs, Gi, Gq, entre outras, de acordo com as 
variantes de sua subunidade Gα. Esta subunidade é a que possui atividade catalítica, i.e., a ca-
pacidade de hidrolisar trifosfato de guanosina (GTP). Durante sua atividade, as subunidades da 
proteína G se dissociam em um ciclo bem conhecido (Figura 1.3). No repouso, as três subuni-
dades estão associadas em um complexo trimérico Gαβγ e uma molécula de difosfato de guano-
sina (GDP) está ligada a subunidade Gα. Quando o receptor é ocupado por um agonista, o GDP 
é substituído por GTP, o que promove a dissociação da subunidade Gα do complexo Gβγ. Gα irá 
atuar na modulação da atividade de alguma enzima, que irá prosseguir com a cascata de sinali-
zação. O complexo dimérico Gβγ também pode interagir com efetores e modular outras vias pa-
ralelas. Quando Gα hidrolisa o GTP em GDP e fosfato inorgânico, ela volta a se associar com as 
demais, formando novamente o complexo Gαβγ (Gilman, 1987; Cabrera-Vera et al., 2003; 
McCudden et al., 2005; Deupi & Standfuss, 2011). 
Após a ativação dos adrenoceptores e consequentemente da proteína G associada, a 
cascata de sinalização varia consideravelmente nas diferentes vias (Figura 1.4). As vias adre-





Figura 1.3 – Representação esquemática do ciclo de ativação de uma proteína G.  A proteína G encon-
tra-se em repouso, na forma de complexo trimérico Gαβγ associado ao receptor acoplado a proteína G 
(GPCR) e com um difosfato de guanosina (GDP) ligado a subunidade Gα.  Um agonista se liga ao 
GPCR.  GDP é substituído por um trifosfato de guanosina (GTP).  Subunidade Gα se dissocia do 
complexo Gβγ.  GTP é hidrolisado em GDP e fosfato inorgânico (Pi).  GDP oriundo da hidrólise per-
manece associado a Gα e a proteína G retorna ao estado de repouso . 
 
A ativação de adrenoceptores α1 promove a ativação de uma proteína Gq, um tipo de 
proteína G cuja subunidade Gα estimula a atividade de PLC. PLC é uma enzima capaz de hidro-
lizar fosfolípides, neste caso, o fosfolípide de membrana fosfatidil inositol bifosfato (PIP2). A hi-
drólise do PIP2 pela PLC origina diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). IP3 é capaz de 
estimular a liberação de Ca2+ de estoques intracelulares. Em conjunto, Ca2+ e DAG promovem a 
ativação do efetor final desta via, a quinase de proteína C (PKC, Minneman, 1988). Os substra-
tos da PKC são bastante diversos, de modo que ela está presente em uma grande variedade de 











































Matteis et al., 1993; Buccione et al., 1996; Simon et al., 1996; Westermann et al., 1996; Chung 
et al., 2000). 
 
 
Figura 1.4 – Representação esquemática das principais vias de transdução da sinalização mediada por 
adrenoceptores. A ligação de um agonista ao adrenoceptor α1 promove a ativação de uma proteína Gq, 
que por sua vez ativa uma fosfolipase C (PLC). Fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) é convertido em diacil-
glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) pela PLC. IP3 promove a elevação da concentração citosólica de 
Ca
2+
, o que juntamente com a ação da DAG, promove a ativação da quinase de proteína C (PKC). Quan-
do um agonista se liga ao adrenoceptor α2, ocorre a ativação de uma proteína Gi que irá inibir a adenilato 
ciclase (AC) e canais de Ca
2+
 voltagem dependentes (VDCC). A ligação de um agonista ao adrenoceptor 
β leva a ativação de uma proteína Gs capaz de ativar a AC. Trifosfato de adenosina (ATP) é convertido 
em monofosfato cíclico de 3´-5´-adenosina (cAMP) por ação da AC. cAMP atua como um segundo men-
sageiro que promove a ativação da quinase de proteína A (PKA). 
 
A via de sinalização canônica associada aos receptores β é a da proteínas Gs. Estas são 
proteínas G cuja subunidade Gα promove a estimulação da atividade da AC, a qual converte 
ATP em monofosfato cíclico de 3´-5´-adenosina (cAMP). cAMP é um importante segundo men-
sageiro capaz, dentre outras coisas, de promover a ativação da quinase de proteína A (PKA, 
Bers, 2001, 2002). A PKA inativa é um complexo proteico formado por 4 subunidades, 2 regula-
tórias e 2 catalíticas. O cAMP se associa às subunidades regulatórias, o que leva a dissociação 
do complexo, permitindo que as subunidades catalíticas da PKA fosforilem seus substratos (Kim 



















celulares, como os processos de exocitose e fusão de membranas (Muñiz et al., 1997; Chheda 
et al., 2001; Thakur et al., 2004; Seino & Shibasaki, 2005; Skelin & Rupnik, 2011). 
1.5 CATECOLAMINAS NA FIBRILAÇÃO VENTRICULAR 
Como há prejuízo do desenvolvimento de contração coordenada dos ventrículos durante 
a fibrilação ventricular, ocorre comprometimento da função bombeadora do coração, e conse-
quente redução do débito cardíaco (ver 1.1). Já que pressão arterial e débito cardíaco estão 
intrinsecamente relacionados, ocorre também queda imediata da pressão arterial. Consequen-
temente, a atividade dos baroceptores arteriais é reduzida, resultando em aumento compensa-
tório do tônus neural da eferência simpática. Como resultado, ocorre maior liberação de cateco-
laminas circulantes e nas terminações adrenérgicas que inervam o coração, produzindo efeitos 
cronotrópico e inotrópico positivos pela ativação de receptores β-adrenérgicos (Wortsman et al., 
1984; Foley et al., 1987; Winkle et al., 1990; Meredith et al., 1991; Woodhouse et al., 1992). 
A infusão de catecolaminas, em especial a adrenalina, é um procedimento comumente 
utilizado nos protocolos de reanimação, precedendo a desfibrilação (Lee, 2011). Herlitz et al. 
(1995) relatam uma maior taxa de recuperação espontânea da circulação e sobrevivência de 
pacientes com FV tratados emergencialmente com adrenalina, no entanto, sem desfibrilação 
elétrica. Mas, em casos em que a infusão de catecolaminas precede a desfibrilação, tem se 
observado uma queda no limiar de desfibrilação (Tang et al., 2001; Kalus et al., 2005), i.e., a 
desfibrilação é obtida com choques de menor amplitude efetiva, o que é associado a uma esti-
mulação elétrica cardíaca mais segura e eficiente (Jones et al., 1985; Bardou et al., 1988; Wal-
cott et al., 1998; Kroll & Swerdlow, 2007; Viana, 2011; Vostrikov et al., 2011). Ademais, a ativa-
ção de PKC e PKA, que pode ser obtida por ação de catecolaminas (ver 1.4), tem sido associa-
da a uma potencialização e facilitação dos mecanismos de reparo celular em neurônios, fi-
broblastos e células da córnea (Togo et al. 1999; Shen & Steinhardt, 2005; Spaeth et al., 2010, 
2011). No entanto, ainda não é conhecido se as catecolaminas afetam a vulnerabilidade das 
células miocárdicas à lesão causada por E de alta intensidade, e é esta questão que este traba-
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 ANIMAIS 
Foram utilizados ratos Wistar adultos machos oriundos do Centro Multidisciplinar de In-
vestigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e do biotério 
do Centro de Engenharia Biomédica (CEB) da UNICAMP. Todos os animais foram mantidos no 
biotério do CEB em gaiolas coletivas (até 3 animais/gaiola) e ambiente climatizado com fotope-
ríodo de 12:12 horas, recebendo água e ração ad libitum até a realização dos experimentos. Os 
animais foram manipulados apenas para limpeza das gaiolas. 
Todo o procedimento experimental evolvendo animais foi aprovado pela Comissão de 
Ética em Experimentação Animal do Instituto de Biologia da Unicamp (protocolos número 2490-
1B e 2587-1B; Anexo). 
3.2 SOLUÇÕES 
As soluções foram preparadas com água ultrafiltrada tipo I (Easypure UF, Barnstead In-
ternational, Dubuque, IA, EUA) com resistividade > 18 MΩ.cm e apresentaram pH de 7,4 após 
titulação com NaOH, ou bobulhamento com carbogênio (no caso de soluções contendo bicar-
bonato). Os sais utilizados foram de padrão analítico. As concentrações dos componentes das 
soluções abaixo descritas estão expressas em mM: 
a) Solução de Tyrode para isolamento de células (TyrCI): NaCl 140; KCl 6; MgCl2 
2,5; ácido N-2 hidroxietilpiperazina-N”-2 etano-sulfônico (HEPES) 10; glicose 11. 
b) Solução de Tyrode modificada (Tyr): NaCl 140; KCl 6; MgCl2 2; HEPES 5; glicose 
11; ± CaCl2 0,5. 
c) Solução de Krebs-Henseleit (KREBS): NaCl 115; KCl 4,6; KH2PO4 1,2; NaHCO3 
25; MgSO4 2,4; glicose 11,1. 
d) Solução cardioplégica: KCl 30; KH2PO4 10; MgCl2.6H2O 1; HEPES 10; glicose 11; 
taurina 20; ácido glutâmico 70. 
e) Solução de isoproterenol (ISO): A solução estoque de ISO-HCl (20 mM), contendo 
10 mM de ácido ascórbico foi diluída em Tyr para a concentração final de 10 nM. 
f) Solução de metoprolol (MET): A solução estoque de tartarato de MET (15 mM) foi 
diluída em Tyr para a concentração final de 150 nM. 
g) Solução de N-[2-((p-Bromocinnamil)amino)etil]-5-isoquinolinesulfonamida (H-
89): Alíquotas da solução estoque de dicloridrato de H-89 (10 mM) foram diluídas em 
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água ultrapura para a concentração de 100 µM. A seguir, procedeu-se à diluição em 
Tyr para a concentração final de 10 µM. 
h) Solução de Cloridrato de 3-[1-(dimetilaminopropil)indol-3-il]-4-(indol-3-il)-
maleimida (BIS I): A solução estoque de Cloridrato de BIS I (2,227 mM) foi diluída 
em Tyr para a concentração final de 500 nM.  
 
ISO, MET e BIS I foram adquiridos de Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA) e H-89 foi 
adquirido de Calbiochem (San Diego, CA, EUA). O solvente das soluções estoque de ISO e 
MET foi água ultrafiltrada tipo I, enquanto que, para H-89 e BIS I, usou-se dimetilsulfóxido. To-
das as soluções estoque foram mantidas a -20 °C. 
3.3 ISOLAMENTO DE MIÓCITOS VENTRICULARES 
O isolamento de miócitos do ventrículo esquerdo de ratos Wistar foi realizado de acordo 
com Penna & Bassani (2010). O animal foi sacrificado por exsanguinação após concussão ce-
rebral, o coração foi dissecado e os miócitos do ventrículo esquerdo foram isolados por digestão 
enzimática a 37 °C. Resumidamente, a aorta foi canulada e o coração foi perfundido com 
KREBS contendo 0,5 mM de CaCl2 por cerca de 4 min. O coração foi então perfundido por 4-5 
min com KREBS sem CaCl2, e em seguida, com esta solução contendo colagenase tipo I (0,4-
0,5 mg/ml; Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) por 15-20 min. Para in-
terromper a digestão, o coração foi perfundido com TyrCI sem colagenase, contendo albumina 
sérica bovina (0,5 mg/ml; Calbiochem, San Diego, CA, EUA) por 5-8 min. Por fim, o ventrículo 
esquerdo foi dissecado e triturado mecanicamente para dissociação das células em banho com 
solução cardioplégica contendo a mesma concentração de albumina. 
3.4 EQUIPAMENTOS 
A montagem experimental utilizada para a realização do presente trabalho foi desenvol-
vida em trabalhos anteriores realizados no Laboratório de Pesquisa Cardiovascular do 
CEB/UNICAMP (para maiores detalhes, ver Oliveira, 2004; Ricardo et al., 2006). 
3.4.1 Câmara de perfusão 
A suspensão de células obtidas no isolamento era depositada em uma câmara de perfu-
são de acrílico transparente, cujo fundo era formado por uma lamínula de vidro. Nesta câmara, 
foram dispostos dois eletrodos de platina (2 cm de comprimento por 1 mm de diâmetro), parale-
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los ao fluxo de perfusão. Esta configuração permite o cálculo do E aplicado no interior câmara 
como se esta fosse um capacitor de placas paralelas (Jones et al., 1978; Gomes et al., 2001; 




         [3.1] 
onde E (V/cm) é o campo elétrico no interior da câmara, V é a tensão aplicada aos ele-
trodos e d é a distância entre os eletrodos (0,75 cm). 
No caso da câmara de perfusão utilizada, a aproximação da expressão 3.1 apresenta 
um erro menor que 2% desde que a célula se encontre à distância de, pelo menos, 2 mm dos 
eletrodos e 5 mm do degrau de saída da solução (Oliveira, 2004;  Oliveira et al., 2008). Esta 
condição foi respeitada na realização de todos os experimentos. 
Uma fina camada de colágeno foi aplicada para revestir a lamínula no fundo da câmara 
de perfusão e permitir a adesão das células, evitando que estas fossem deslocadas pelo fluxo 
de solução. Após a secagem do colágeno (20 min) a suspensão de células era depositada na 
câmara. Após 30 min de sedimentação, as células eram perfundidas por Tyr a uma taxa de 3 a 
4 mL/min. 
3.4.2 Sistema de microscopia 
O sistema de microscopia utilizado (Oliveira, 2004; Ricardo et al., 2006) consiste em um 
microscópio invertido que permite ampliar a imagem em 910 vezes. A iluminação foi obtida por 
um diodo emissor de luz (LED) vermelho de alta intensidade (Super Bright LED, Jumbo, 5000 
mcd, 1,85 V, 20 mA, fabr. Archer, N. Cat. 276 - 086). A imagem ampliada por uma objetiva 
(mod. Plan 32, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) era captada por uma câmera CCD (Charge 
Coupled Device, mod. ICD-31 Ikegami Tsushinki Co., Tóquio, Japão) e simultaneamente trans-
mitida para um monitor de vídeo (mod. KBM 1200S, Kodo, Ilhéus, BA) e para uma placa de 
aquisição de vídeo (mod. Dazzle Digital Video Creator 150, Pinnacle Systems, North Canton, 
OH, EUA), conectada a um microcomputador (Pentium Dual Core, 2,8 GHz, 2 GB de RAM, 230 
GB), onde foram armazenados os arquivos de vídeo. 
3.4.3 Estimuladores elétricos 
Um estimulador elétrico de baixa potência (EBP; desenvolvido no CEB/UNICAMP), ca-
paz de gerar pulsos retangulares de tensão (mono ou bipolar simétrico; amplitude 0-15 V; fre-
quência 0,1-10 Hz; duração 0,1-10 ms) foi programado para fornecer pulsos bipolares de baixa 
intensidade com 10 ms de duração total, à frequência de 0,5 Hz. 
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Um estimulador elétrico de alta potência (EAP; mod. S48K, Grass, West Warwick, RI, 
EUA), capaz de gerar pulsos retangulares monopolares de tensão com amplitude de 10 mV a 
150 V, duração de 10 µs a 10 s, foi programado para gerar pulsos de alta intensidade, com 10 
ms de duração sincronizados ao EBP. 
A seleção do estimulador a ser utilizado foi feita por meio de um dispositivo comutador 
(Oliveira, 2004).  A saída de cada estimulador foi monitorada em canais separados de um osci-
loscópio digital (mod. TDS-360, Tektronix Inc., Beaverton, OR, EUA). 
3.5 VARIÁVEIS E PARÂMETROS DETERMINADOS E ESTIMADOS 
3.5.1 Dimensões celulares 
O comprimento e a largura das células foram estimados com uma escala graduada posi-
cionada no monitor de vídeo. Tal escala foi calibrada por meio da projeção de uma gratícula 
padrão (resolução de 10 µm, Carl Zeiss, Göttingen, Alemanha) na tela do monitor de vídeo. 
Após a calibração, a escala graduada possibilitou medidas com resolução de 1 µm. 
3.5.2 Amplitude de contrações 
O encurtamento celular de pico (amplitude de contrações evocadas por estimulação elé-
trica) foi determinado pela mensuração quadro-a-quadro do comprimento celular, a partir dos 
vídeos gravados durante os experimentos. O comprimento celular mínimo (i.e., no pico da con-
tração) foi expresso como porcentagem do comprimento celular diastólico (CD). Para cada célu-
la, tomou-se o valor médio de 3 contrações sucessivas em cada condição experimental. 
3.5.3 Campo elétrico limiar (ET) 
Selecionava-se uma célula cujo eixo maior estivesse alinhado paralelamente à direção 
do campo. A seguir, ajustava-se o volume da solução na câmara e realizava-se estimulação 
elétrica supralimiar de baixa intensidade com o EBP para produção de atividade contrátil cíclica. 
A amplitude do estímulo era então reduzida progressivamente até o desaparecimento da ativi-
dade contrátil. O valor da amplitude do estímulo que cessava a resposta à estimulação elétrica 
foi utilizado para o cálculo de ET, como indicado em 3.4.1. 
3.5.4 Máxima variação do potencial de membrana (ΔVmax) 
Para o cálculo de ΔVmax, foi utilizado o modelo proposto por Klee & Plonsey (1976), o 
qual assume a geometria de um esferoide prolato para o cardiomiócito (Bassani et al., 2006; 
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Gomes et al., 2001; Oliveira et al., 2008). Tal modelo nos permite inferir sobre o ΔVmax a partir 
do valor de E aplicado e das dimensões celulares: 
      (       )   ( 
                  )
 
 ⁄    [3.2] 
onde E é o campo elétrico aplicado, a e c são, respectivamente, a metade da dimensão 
do eixo menor da célula (2a) e do eixo maior da célula (2c), θ é o ângulo entre a direção de E e 
2c, A e C são parâmetros geométricos: 
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       [3.5] 
No presente trabalho foram utilizadas apenas células cujo eixo maior era paralelo à dire-
ção do E aplicado (θ = 0). Assim ΔVmax pode ser obtido por: 
                  [3.6] 
3.5.5 Tempo de recuperação após choque de alta intensidade 
Quando o estímulo de alta intensidade não promovia a morte celular, na maioria das ve-
zes, a célula tornava-se espontânea (i.e., apresentava contrações espontâneas) e inexcitável. 
Nestes casos, foi aguardado o período necessário para recuperação da quiescência e excitabi-
lidade, antes de se prosseguir com o protocolo experimental (tempo de recuperação, contado a 
partir do instante da aplicação do choque de alta intensidade até o cessamento da atividade 
espontânea e o retorno da resposta à estimulação elétrica de baixa intensidade). Como as célu-
las frequentemente resistiam a mais de um choque, e o tempo de recuperação tendeu a se pro-
longar após choques de maior intensidade, foi considerada a média do tempo de recuperação 
de todos os choques não letais. 
3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
3.6.1 Protocolo padrão 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa Cardiovascular do 
CEB/UNICAMP, em temperatura ambiente (24 ± 2 °C). 
Uma vez determinado o ET, a célula foi estimulada com pulsos de baixa intensidade 
(20% superior ao ET) por meio do EBP, por 1-2 min. Nestas condições, iniciava-se a gravação 
de vídeo. Após 10 contrações, o EAP era selecionado via comutador, e aplicava-se um único 
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pulso de alta intensidade (ajustada como um fator de ET, que variou entre 8 e 40). A seguir, 
cessava-se a estimulação elétrica e observava-se o comportamento da célula. Havia duas pos-
sibilidades: morte celular ou recuperação. No presente trabalho, a primeira foi identificada pelo 
desenvolvimento de hipercontratura irreversível, inexcitabilidade irreversível e perda da integri-
dade física da membrana e da organização intracelular (Oliveira et al., 2008). Nos casos de 
sobrevida ao choque, era comum o desenvolvimento de contrações espontâneas e falha de 
resposta à estimulação elétrica de baixa intensidade. Aguardava-se então um período de recu-
peração (ver 3.5.5), que variou de 1 a 30 min, dependendo da reação da célula. 
Após recuperação da excitabilidade celular, o procedimento até aqui descrito era repeti-
do, entretanto com a aplicação de um pulso do EAP com intensidade maior que aquela do pulso 
anterior, e assim sucessivamente. O protocolo era encerrado quando a morte celular era cons-
tatada. Apenas uma célula foi estudada em cada câmara. Ao final do experimento, as células 
remanescentes na câmara de perfusão eram desprezadas. 
3.6.2 Estimulação β-adrenérgica 
O protocolo padrão foi aplicado na presença de 10 nM ISO, um agonista de adrenocep-
tores β que não apresenta seletividade para diferentes subtipos do receptor (Lands et al., 
1967b). As células foram expostas a ISO por 2 min antes do início do protocolo. 
3.6.3 Redução da mobilização de Ca2+ durante a estimulação β-adrenérgica 
O objetivo deste protocolo foi minimizar o aumento da mobilização de Ca2+ que ocorre 
na célula em resposta à estimulação β-adrenérgica (Bassani et al., 1995; Bers, 2001). Para tal, 
o protocolo padrão foi modificado: a) não foi aplicada estimulação elétrica de baixa intensidade 
previamente à aplicação do pulso de alta intensidade; b) antes do protocolo, as células eram 
perfundidas por aproximadamente 30 s com 10 mM cafeína dissolvida em Tyr sem CaCl2, com 
o objetivo de depletar o RS de sua carga de Ca2+ (Bassani et al., 1992, 1993). Em seguida à 
perfusão com cafeína, era feita perfusão por 1 min com Tyr, e então, por mais 2 min com Tyr 
contendo ou não 10 nM ISO. O volume da solução era acertado e só então o pulso de alta in-
tensidade era aplicado. Como descrito no protocolo padrão, nestes experimentos e nos demais 
citados a seguir, efetuou-se o aumento progressivo da amplitude do choque de alta intensidade 
até ocorrência da morte da célula em estudo. 
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3.6.4 Bloqueio dos receptores adrenérgicos β1 
O protocolo padrão foi aplicado na presença de 150 nM MET, um antagonista competiti-
vo de adrenoceptores do subtipo β1 (Minneman et al., 1979). As células foram expostas a MET 
por 15 min antes do início da aplicação de choques de alta intensidade. A seguir, as células 
foram expostas a MET por mais 2 min, na presença ou ausência de 10 nM ISO, como descrito 
em 3.6.2. 
3.6.5 Inibição da PKA 
As células foram pré-incubadas por 20 min com 10 µM H-89, um inibidor seletivo da PKA 
(Chijiwa et al., 1990). Em alguns experimentos, 10 nM ISO foram adicionados à solução de per-
fusão, como descrito em 3.6.2. Foram, portanto, realizados experimentos na presença e ausên-
cia de ISO. 
3.6.6 Inibição da PKC 
As células foram incubadas por 20 min com Tyr contendo 500 nM BIS I, inibidor seletivo 
da PKC (Toullec et al., 1991). A seguir, realizou-se 2 min de perfusão com Tyr contendo ou não 
10 nM ISO, na presença de BIS I, sendo então aplicado o protocolo padrão. 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Inicialmente as células utilizadas em cada grupo experimental a ser comparado foram 
confrontadas quanto a 4 variáveis: ET, ΔVmax limiar (ΔVT, i.e., ΔVmax induzida por ET), 2c e 2a. 
Foram aplicados 3 testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov, D'Agostino & Pearson e Shapi-
ro-Wilk), e assumiu-se que a distribuição poderia ser considerada como normal se este fosse o 
resultado de, pelo menos, 2 dos testes. A mesma estratégia foi utilizada para a variável % de 
CD nos grupos em que se comparou encurtamento celular antes e após um dado tratamento. 
Quando foram comparados 2 grupos, utilizou-se teste t de Student (com correção de 
Welch, no caso de amostras não homocedásticas) ou Mann-Whitney. Na comparação de 3 gru-
pos, foi utilizada análise de variância monofatorial, ou análise de Kruskal-Wallis, caso não fosse 
confirmada a distribuição normal das amostras sob comparação. Para determinar se um dado 
tratamento alterou a amplitude de contração das células, foi realizado um teste t de Student 
para amostras pareadas ou teste de Wilcoxon, caso uma das amostras sob comparação não 
apresentasse distribuição normal. O tempo de recuperação das células foi comparado por aná-
lise de variância bifatorial e teste post-hoc de Bonferroni. 
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Para cada grupo experimental, utilizou-se o máximo valor subletal e mínimo valor letal 
de E de cada célula para a determinação da função que relaciona a probabilidade de letalidade 
à amplitude de E (análise de sobrevivência, Kleinbaum, 1996). Uma relação semelhante foi ob-
tida utilizando-se os valores de ΔVmax correspondentes aos valores de E aplicados para a ob-
tenção da relação descrita acima. A análise de sobrevivência gera uma tabela de probabilidade 
de letalidade, que contém as probabilidades médias e os respectivos valores de erro-padrão 
(EPM) associados a cada valor de E ou de ΔVmax (curva de letalidade). As curvas obtidas de 
células de diferentes grupos foram comparadas pelo teste de Mantel-Cox (Mantel, 1966). 
Aos pontos das curvas de letalidade, foi ajustada uma função sigmoide (equação 3.7), o 
que permitiu a definição dos parâmetros EL50 e ΔV50 (valor de E ou de ΔVmax associado a uma 
probabilidade de letalidade de 0,5) bem como do coeficiente de Hill (n) de cada curva. 
 ( )  
 
  (
   
 
)
        [3.7] 
onde F(x) é a probabilidade de letalidade, L50 é o módulo de EL50 ou ΔV50, e n é o co-
eficiente de Hill. Observe que, nesta função, os valores mínimo e máximo de F(x) foram consi-
derados constantes e iguais a zero e 1, respectivamente. Em todos os casos, esta função resul-
tou num ajuste adequado aos pontos (R2 > 0,92). 
Os resultados estão apresentados como média acompanhada do EPM, ou, para EL50, 
ΔV50 e n, do intervalo de confiança para 95% (IC95). No caso destes parâmetros, no entanto, 
esta apresentação tem função descritiva, já que o teste adequado para comparação das curvas 
é o de Mantel-Cox, mencionado anteriormente. Considerou-se a ocorrência de significância 
estatística quando p < 0,05. Todos os testes e cálculos estatísticos foram realizados com auxílio 





4.1 ESTIMULAÇÃO β-ADRENÉRGICA  
Foram utilizadas 23 células no grupo controle (i.e., não exposto a qualquer tratamento 
farmacológico) e 10 no grupo ISO (tratamento com 10 nM ISO). A Tabela 4.1 apresenta os valo-
res de ET, ΔVT, 2c e 2a nestes grupos, obtidos antes do tratamento farmacológico. Não houve 
diferença significativa entre os grupos (p = 0,752 para ET; p = 0,433 para ΔVT; p = 0,174 para 2c 
e p = 0,559 para 2a; teste t de Student). 
Tabela 4.1 – Valores (média ± erro padrão) de campo limiar (ET) e máxima variação estimada do poten-
cial de membrana gerada por este valor de campo (ΔVT) em miócitos ventriculares de rato não expostos a 
fármacos (controle; N = 23) e tratados posteriormente com 10 nM isoproterenol (ISO; N = 10). Estão 
apresentados ainda o comprimento (2c) e largura (2a) dessas células. Não houve diferença significativa 
entre os grupos para qualquer dessas variáveis (teste t de Student). 
 
Grupos 
Controle (N = 23) ISO (N = 10) 
ET (V/cm) 3,33 ± 0,07 3,38 ± 0,06 
ΔVT (mV) 24,5 ± 0,6 23,7 ± 0,8 
2c (µm) 115 ± 3 108 ± 3 
2a (µm) 22,4 ± 0,8 23,2 ± 1,1 
 
ISO é um agonista β-adrenérgico, de modo que sua ação é capaz de evocar um efeito 
inotrópico positivo em células cardíacas (Bers, 2001; Ricardo et al, 2006; Soriano et al., 2007; 
Penna & Bassani, 2010; Boer et al., 2011). Como esperado, a exposição dos cardiomiócitos a 
10 nM ISO (cerca do dobro da concentração requerida para produção de 50% da resposta ino-
trópica máxima em miócitos ventriculares de rato; Penna & Bassani, 2010) produziu um aumen-
to de cerca de 70% na amplitude das contrações a 0,5 Hz, de 7,2 ± 1,6 para 12,1 ± 1,5 % de 
CD (p < 0,001; N = 10; teste t de Student para amostras pareadas; Figura 4.1).  
Na Figura 4.2, pode-se observar que a curva de letalidade de células tratadas com 10 
nM ISO apresentou um marcante deslocamento para a direita, tanto em função de E (Figura 
4.2A), quanto em função de ΔVmax (Figura 4.2B). O teste de Mantel-Cox revelou diferença signi-
ficativa entre as curvas dos grupos controle e ISO (p < 0,001 e 0,013 para E e ΔVmax, respecti-
vamente). Os valores de EL50, ΔV50 e n estão apresentados na Tabela 4.2. Esses resultados 
permitem concluir que ISO parece ter conferido às células maior resistência ao efeito letal de E 




















Figura 4.1 – Encurtamento celular de pico desenvolvido por miócitos cardíacos isolados de rato em res-
posta à estimulação elétrica de baixa intensidade a 0,5 Hz, expresso como porcentagem do comprimento 
diastólico (CD), antes (- ISO) e após (+ ISO) o tratamento com 10 nM isoproterenol. Estão apresentados 
os valores de média (colunas) e erro-padrão (linhas). N = 10. Há diferença significativa entre os grupos 
(*** p < 0,001; teste t de Student para amostras pareadas). 
 
Tabela 4.2 – Valores de campo elétrico (EL50) e da máxima variação estimada do potencial transmem-
brana (ΔV50) associados à probabilidade de letalidade de 0,5 em miócitos ventriculares isolados de rato, 
determinados por regressão não linear aplicada aos pontos da curva de letalidade (Figura 4.2). Estão 
ainda apresentados os valores do coeficiente de Hill (n) das curvas obtidas em células não exposta a 




Controle  ISO 
Média IC95  Média IC95 
EL50 (V/cm) 85,1 84,1 a 86,2  99,9 98,4 a 101,3 
n  20,92 15,35 a 26,49  14,59 11,93 a 17,26 
R2 0,97  0,99 
ΔV50 (mV) 613 609 a 617  728 699 a 757 
n  11,58 10,52 a 12,63  9,32 6,03 a 12,60 




































































Figura 4.2 – Curvas de letalidade, que descrevem a probabilidade de ocorrência de morte celular em 
função do módulo do campo elétrico aplicado (E; painel A) e da máxima variação do potencial transmem-
brana (ΔVmax; painel B), determinadas em miócitos ventriculares isolados de rato tratados com 10 nM 
isoproterenol (ISO) e células não expostas ao fármaco (controle). Círculos representam as médias e as 
linhas verticais, os respectivos valores de erro padrão. Os parâmetros das curvas estão apresentados na 
Tabela 4.2. Há diferença significativa entre os grupos (p < 0,001 painel A, p = 0,013 painel B; teste de 
Mantel-Cox). 
4.2 BLOQUEIO DOS RECEPTORES ADRENÉRGICOS β1  
Neste protocolo, além do grupo controle utilizado em todas as comparações, foram utili-
zadas 10 células tratadas com MET e 10 células tratadas com MET + ISO. A análise de variân-
cia monofatorial não indicou diferença significativa entre os grupos quanto a ET (p = 0,085), ΔVT 
(p = 0,128), 2c (p = 0,972) e 2a (p = 0,552), determinados antes do tratamento farmacológico 




Tabela 4.3 – Valores (média ± erro padrão) de campo limiar (ET) e máxima variação estimada do poten-
cial de membrana gerada por este valor de campo (ΔVT) em miócitos ventriculares de rato não expostos a 
fármacos (controle; N = 23), miócitos tratados com 150 nM metoprolol (MET; N = 10), e com 150 nM me-
toprolol e posteriormente 10 nM isoproterenol (MET + ISO; N = 10). Estão apresentados ainda o compri-
mento (2c) e largura (2a) dessas células. Não houve diferença significativa entre os grupos para qualquer 
dessas variáveis (análise de variância monofatorial). 
 
Grupos 
Controle (N = 23) MET (N = 10) MET + ISO (N = 10) 
ET (V/cm) 3,33 ± 0,07 3,55 ± 0,07 3,52 ± 0,05 
ΔVT (mV) 24,5 ± 0,6 26,1 ± 0,8 26,2 ± 0,5 
2c (µm) 115 ± 3 115 ± 4 116 ± 2 
2a (µm) 22,4 ± 0,8 22,5 ± 1,3 23,9 ± 1,0 
 
ISO é um agonista β-adrenérgico não seletivo (Lands et al., 1967b). Por outro lado, 
adrenoceptores beta dos subtipos 1, 2 e 3 são expressos no ventrículo de mamífero, sendo o 
primeiro subtipo o mais abundante e amplamente responsável pela mediação do efeito inotrópi-
co positivo (Steinberg, 1999; Penna & Bassani, 2010; Boer et al., 2011). Foi utilizado MET, um 
antagonista seletivo dos receptores adrenérgicos β1 (Minneman et al., 1979), para investigar se 
o efeito do ISO sobre a sensibilidade a campos elétricos de alta intensidade é decorrente da 
ativação de receptores adrenérgicos deste subtipo. 
O tratamento com 150 nM MET (concentração 75 vezes a constante de dissociação apa-
rente do antagonista em miócitos ventriculares de rato para inibição do efeito inotrópico do ISO; 
Penna & Bassani, 2010) aboliu o aumento significativo do encurtamento celular de pico em res-
posta ao ISO (de 8,6 ± 1,5 na ausência de fármacos para 9,0 ± 1,6% de CD na presença de 
MET + ISO; N = 10; p = 0,38; teste t de Student para amostras pareadas). Este resultado mos-
tra que MET, nesta concentração, é capaz de antagonizar efetivamente o efeito inotrópico posi-
tivo de 10 nM ISO, o que confirma que o subtipo β1 é o subtipo de adrenoceptores β majoritari-
amente envolvido na mediação da estimulação inotrópica por este agonista. 
Como mostrado na Figura 4.4, o tratamento com MET isoladamente não modificou as 
curvas de letalidade. No entanto, quando os miócitos foram tratados com ISO na presença de 
MET, o desvio à direita da curva de letalidade, observado anteriormente, não ocorreu (p = 0,254 
e 0,938 para E e ΔVmax, respectivamente; teste de Mantel-Cox para comparação entre os 3 gru-
pos). Os parâmetros das curvas de letalidade estão apresentados na Tabela 4.4.  Este resulta-
do indica que o efeito protetor do ISO sobre a morte celular induzida por campos elétricos de 




















Figura 4.3 – Encurtamento celular de pico desenvolvido por miócitos cardíacos isolados de rato, tratados 
com 150 nM metoprolol, em resposta à estimulação elétrica de baixa intensidade a 0,5 Hz, expresso co-
mo porcentagem do comprimento diastólico (CD), antes (- ISO) e após (+ ISO) o tratamento com 10 nM 
isoproterenol. Estão apresentados os valores de média (colunas) e erro-padrão (linhas). N = 10. Não há 
diferença significativa entre os grupos (p = 0,38; teste t de Student para amostras pareadas). 
 
Tabela 4.4 – Valores de campo elétrico (EL50) e da máxima variação estimada do potencial transmem-
brana (ΔV50) associados à probabilidade de letalidade de 0,5 em miócitos ventriculares isolados de rato, 
determinados por regressão não linear aplicada aos pontos da curva de letalidade (Figura 4.4). Estão 
ainda apresentados os valores do coeficiente de Hill (n) das curvas obtidas em células não exposta a 
fármacos (controle; N = 23), expostas a 150 nM metoprolol apenas (MET; N = 10), e a 10 nM isoprotere-
nol na presença do antagonista (MET + ISO; N = 10). IC95: intervalo de confiança para 95%.  
 
Grupos 
Controle  MET  MET + ISO 
Média IC95  Média IC95  Média IC95 
EL50 (V/cm) 85,1 84,1 a 86,2  85,8 81,1 a 90,6  84,9 82,1 a 87,7 
n  20,92 15,35 a 26,49  8,69 4,88 a 12,50  12,24 7,28 a 17,20 
R2 0,97  0,94  0,97 
ΔV50 (mV) 613 609 a 617  627 613 a 641  642 627 a 657 
n  11,58 10,52 a 12,63  12,31 8,44 a 16,17  13,40 8,85 a 17,95 






































































Figura 4.4 – Curvas de letalidade, que descrevem a probabilidade de ocorrência de morte celular em 
função do módulo do campo elétrico aplicado (E; painel A) e da máxima variação do potencial transmem-
brana (ΔVmax; painel B), determinadas em miócitos ventriculares isolados de rato na ausência de fárma-
cos (controle), tratados apenas com 150 nM metoprolol (MET), e tratados com o antagonista e 10 nM 
isoproterenol (MET + ISO). Círculos representam as médias e as linhas verticais, os respectivos valores 
de erro padrão. Os parâmetros das curvas estão apresentados na Tabela 4.4. Não há diferença significa-
tiva entre os 3 grupos (p = 0,254 painel A, p = 0,938 painel B; teste de Mantel-Cox). 
4.3 REDUÇÃO DA MOBILIZAÇÃO DE Ca2+ DURANTE A ESTIMULAÇÃO β-ADRENÉR-
GICA  
Neste protocolo, foram utilizadas 11 células não expostas ao ISO (grupo minCa2+) e 11 
tratadas com 10 nM ISO (grupo minCa2+ + ISO), cujos resultados foram comparados com o 
grupo controle. A análise de variância monofatorial não mostrou diferença significativa entre os 
grupos para ET (p = 0,613), ΔVT (p = 0,794), e 2c (p = 0,956). De modo semelhante, a análise 





Tabela 4.5 – Valores (média ± erro padrão) de campo limiar (ET) e máxima variação estimada do poten-
cial de membrana gerada por este valor de campo (ΔVT) nos grupos de miócitos ventriculares de rato sob 





 + ISO; N = 11) ou não (minCa
2+
; N = 11) com 10 nM isoproterenol. Estão apresentados 




Controle (N = 23) minCa2+ (N = 11) minCa2+ + ISO (N = 11) 
ET (V/cm) 3,33 ± 0,07 3,28 ± 0,09 3,29 ± 0,05 
ΔVT (mV) 24,5 ± 0,6 24,8 ± 0,9 24,7 ± 0,6 
2c (µm) 115 ± 3 117 ± 3 116 ± 3 
2a (µm) 22,4 ± 0,8 23,8 ± 0,8 23,8 ± 1,4 
 
Como visto em 4.1, 10 nM de ISO são capazes de produzir um efeito inotrópico significa-
tivo em miócitos ventriculares, o qual é dependente do aumento da amplitude da variação sistó-
lica da concentração citosólica de Ca2+ (Bers, 2001; Soriano et al., 2007). Para determinar se o 
efeito protetor do ISO estaria associado ao aumento da mobilização celular de Ca2+, procedeu-
se à depleção dos estoques do íon contidos no RS, que constitui a principal fonte de Ca2+ ativa-
dor da contração em mamíferos (Delbridge et al., 1996; Bers, 2001); e que é aumentado pelo 
tratamento com ISO (Ginsburg & Bers, 2004). Além disso, não foi aplicada a estimulação elétri-
ca previamente ao choque de alta intensidade, a qual evoca ciclicamente a corrente de Ca2+ 
através do sarcolema. Esta, também estimulada por ISO (Ginsburg & Bers, 2004), eleva a dis-
ponibilidade de Ca2+ para o RS (Bassani et al., 2004). Com esses procedimentos, buscou-se 
reduzir o nível de estimulação de mecanismos dependentes de Ca2+ que pudessem estar en-
volvidos no processo de reparo das lesões de membrana induzidas pelo choque de alta intensi-
dade. 
Este procedimento experimental não afetou a curva de letalidade, e nem impediu que o 
tratamento com ISO aumentasse a resistência das células ao efeito deletério do E de alta inten-
sidade (p = 0,004 e 0,015 para as curvas em função de E e ΔVmax, respectivamente; teste de 
Mantel-Cox para comparação dos grupos controle, minCa2+ e minCa2+ + ISO). Como se pode 
observar na Tabela 4.6 e na Figura 4.5, a diferença detectada entre os grupos foi causada pelo 
desvio à esquerda da curva do grupo minCa2+ + ISO. 
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Tabela 4.6 – Valores de campo elétrico (EL50) e da máxima variação estimada do potencial transmem-
brana (ΔV50) associados à probabilidade de letalidade de 0,5 em miócitos ventriculares isolados de rato, 
determinados por regressão não linear aplicada aos pontos da curva de letalidade (Figura 4.5). Estão 
ainda apresentados os valores do coeficiente de Hill (n) das curvas obtidas em células sob condições 





 + ISO; N = 11) ou não (minCa
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Controle  minCa2+  minCa2+ + ISO 
Média IC95  Média IC95  Média IC95 
EL50 (V/cm) 85,1 84,1 a 86,2  79,1 76,2 a 82,1  94,8 92,7 a 96,9 
n  20,92 15,35 a 26,49  10,61 6,90 a 14,32  11,68 8,16 a 15,20 
R2 0,97  0,95  0,98 
ΔV50 (mV) 613 609 a 617  615 597 a 634  730 719 a 741 
n  11,58 10,52 a 12,63  11,13 7,25 a 15,01  13,14 9,78 a 16,51 





































































Figura 4.5 – Curvas de letalidade, que descrevem a probabilidade de ocorrência de morte celular em 
função do módulo do campo elétrico aplicado (E; painel A) e da máxima variação do potencial transmem-
brana (ΔVmax; painel B), determinadas em miócitos ventriculares isolados de rato sob condições controle 





ISO; N = 11) ou não (minCa
2+
; N = 11) com 10 nM isoproterenol. Círculos representam as médias e as 
linhas verticais, os respectivos valores de erro padrão. Os parâmetros das curvas estão apresentados na 
Tabela 4.6. Há diferença significativa entre os grupos (p = 0,004 painel A, p = 0,015 painel B; teste de 
Mantel-Cox para comparação entre os 3 grupos). 
4.4 INIBIÇÃO DA PKA  
Neste protocolo, utilizou-se 9 células no grupo H-89 e 8 no grupo H-89 + ISO. Os valores 
de ET (p = 0,602), ΔVT (p = 0,974), 2c (p = 0,443) e 2a (p = 0,314), obtidos antes do tratamento 




Tabela 4.7 – Valores (média ± erro padrão) de campo limiar (ET) e máxima variação estimada do poten-
cial de membrana gerada por este valor de campo (ΔVT) nos grupos de miócitos ventriculares de rato não 
expostos a fármacos (controle; N = 23), miócitos tratados com 10 µM H-89 (H-89; N = 9) e miócitos trata-
dos com 10 µM H-89 e posteriormente 10 nM isoproterenol (H-89 + ISO; N = 8). Estão apresentados ain-
da o comprimento (2c) e largura (2a) dessas células. Não houve diferença significativa entre os grupos 
para qualquer dessas variáveis (análise de variância monofatorial). 
 
Grupos 
Controle (N = 23) H-89 (N = 9) H-89 + ISO (N = 8) 
ET (V/cm) 3,33 ± 0,07 3,30 ± 0,13 3,47 ± 0,15 
ΔVT (mV) 24,5 ± 0,6 24,3 ± 0,9 24,5 ± 0,9 
2c (µm) 115 ± 3 115 ± 2 109 ± 3 
2a (µm) 22,4 ± 0,8 22,0 ± 2,0 25,1 ± 1,9 
 
Como é amplamente aceito que os efeitos inotrópico e lusitrópico da ativação de adre-
noceptores 1 são mediados apenas pela via cAMP-PKA (Steinberg, 1999; Xiang, 2011), proce-
deu-se a exposição de miócitos ao ISO após tratamento com H-89, um conhecido inibidor da 
PKA (Chijiwa et al., 1990), com o objetivo de investigar se a PKA estaria envolvida no efeito 
protetor do ISO. 
Como esperado, o tratamento com 10 µM H-89 impediu o aumento do encurtamento ce-
lular de pico em resposta ao ISO (de 6,8 ± 2,0 na ausência de fármacos para 8,0 ± 1,7% de CD 
na presença de H-89 + ISO; N = 8; p = 0,64; teste de Wilcoxon; Figura 4.6). Este resultado mos-
tra que H-89, nesta concentração, é capaz de inibir efetivamente o efeito inotrópico positivo da 
ativação β-adrenérgica por 10 nM ISO mediada pela via cAMP-PKA. 
As curvas de letalidade estão ilustradas na Figura 4.7, e os parâmetros estão apresen-
tados na Tabela 4.8. Como se pode observar, as curvas obtidas em células tratadas apenas 
com H-89 foram semelhantes àquelas obtidas no grupo controle. No entanto, ISO, após trata-
mento com H-89, não produziu o desvio à direita observado na ausência do inibidor (p = 0,218 e 
0,941 para as curvas em função de E e ΔVmax, respectivamente; teste de Mantel-Cox para com-
paração dos grupos controle, H-89 e H-89 + ISO). Este resultado mostra que a inibição de PKA 
per se não altera a resposta das células ao E de alta intensidade, mas é capaz de abolir a res-
posta protetora advinda da estimulação β-adrenérgica, implicando fortemente na participação 




















Figura 4.6 – Encurtamento celular de pico, expresso como porcentagem do comprimento diastólico (CD), 
desenvolvido por miócitos cardíacos isolados de rato estimulados eletricamente a 0,5 Hz, antes (- ISO) e 
após (+ ISO) o tratamento com 10 µM H-89 e 10 nM isoproterenol. Estão apresentados os valores de 
média (colunas) e erro-padrão (linhas). N = 8. Não há diferença significativa entre os grupos (p= 0,64; 
teste de Wilcoxon). 
 
Tabela 4.8 – Valores de campo elétrico (EL50) e da máxima variação estimada do potencial transmem-
brana (ΔV50) associados à probabilidade de letalidade de 0,5 em miócitos ventriculares isolados de rato, 
determinados por regressão não linear aplicada aos pontos da curva de letalidade (Figura 4.7). Estão 
ainda apresentados os valores do coeficiente de Hill (n) das curvas obtidas em células não exposta a 
fármacos (controle; N = 23), expostas a 10 µM H-89 (H-89; N = 9), e a 10 nM isoproterenol na presença 
do inibidor (H-89 + ISO; N = 8). IC95: intervalo de confiança para 95%. 
 
Grupos 
Controle  H-89  H-89 + ISO 
Média IC95  Média IC95  Média IC95 
EL50 (V/cm) 85,1 84,1 a 86,2  83,7 82,0 a 85,4  87,2 85,2 a 89,2 
n  20,92 15,35 a 26,49  11,68 8,85 a 14,51  13,72 9,50 a 17,94 
R2 0,97  0,97  0,98 
ΔV50 (mV) 613 609 a 617  618 601 a 634  638 622 a 654 
n  11,58 10,52 a 12,63  10,00 6,81 a 13,20  18,29 8,67 a 27,92 






































































Figura 4.7 – Curvas de letalidade, que descrevem a probabilidade de ocorrência de morte celular em 
função do módulo do campo elétrico aplicado (E; painel A) e da máxima variação do potencial transmem-
brana (ΔVmax; painel B), determinadas em miócitos ventriculares isolados de rato sob condições controle 
(controle), tratados com 10 µM H-89 (H-89) e com 10 nM isoproterenol na presença de H-89 (H-89 + 
ISO). Círculos representam as médias e as linhas verticais, os respectivos valores de erro padrão. Os 
parâmetros das curvas estão apresentados na Tabela 4.8. Não há diferença significativa entre os 3 gru-
pos (p = 0,218 painel A, p = 0,941 painel B; teste de Mantel-Cox). 
4.5 INIBIÇÃO DA PKC  
Neste protocolo, utilizou-se 10 células em ambos os grupos BIS I e BIS I + ISO. Como 
observado na Tabela 4.9, os valores de ET (p = 0,364), ΔVT (p = 0,246), 2c (p = 0,683) e 2a (p = 
0,677), obtidos antes do tratamento farmacológico, foram comparáveis entre os grupos, como 




Tabela 4.9 – Valores (média ± erro padrão) de campo limiar (ET) e máxima variação estimada do poten-
cial de membrana gerada por este valor de campo (ΔVT) nos grupos de miócitos ventriculares de rato não 
expostos a fármacos (controle; N = 23), miócitos tratados apenas com 500 nM BIS I (BIS I; N = 10), e 
com 10 nM isoproterenol na presença deste inibidor (BIS I + ISO; N = 10). Estão apresentados ainda o 
comprimento (2c) e largura (2a) dessas células. Não houve diferença significativa entre os grupos para 
qualquer dessas variáveis (análise de variância monofatorial). 
 
Grupos 
Controle (N = 23) BIS I (N = 10) BIS I + ISO (N = 10) 
ET (V/cm) 3,33 ± 0,07 3,23 ± 0,10 3,16 ± 0,08 
ΔVT (mV) 24,5 ± 0,6 22,8 ± 0,8 23,1 ± 1,3 
2c (µm) 115 ± 3 110 ± 6 114 ± 5 
2a (µm) 22,4 ± 0,8 23,6 ± 1,2 22,9 ± 0,8 
 
Para investigar se a PKC estaria envolvida indiretamente no efeito do ISO observado no 
presente trabalho, utilizou-se o tratamento com seu inibidor BIS I, na concentração de 500 nM, 
a qual deve ser suficiente para garantir a inibição da PKC (Ki = 14 ± 3 nM), mas não de outras 
quinases (Toullec et al., 1991). O tratamento com BIS nesta concentração não impediu o au-
mento do encurtamento celular de pico em resposta ao ISO (de 9,6 ± 1,3 na ausência de fárma-
cos para 15,3 ± 1,1% de CD na presença de BIS I + ISO; N = 10; p < 0,01; teste t de Student 



















Figura 4.8 – Encurtamento celular de pico, expresso como porcentagem do comprimento diastólico (CD), 
desenvolvido por miócitos cardíacos isolados de rato estimulados eletricamente a 0,5 Hz, antes (- ISO) e 
após (+ ISO) o tratamento com 500 nM BIS I e 10 nM isoproterenol. Estão apresentados os valores de 
média (colunas) e erro-padrão (linhas). N = 10. Há diferença significativa entre os grupos (** p < 0,01; 




As curvas de letalidade determinadas em células tratadas com 10 nM de ISO após o tra-
tamento com 500 nM de BIS I mostraram-se deslocadas para a direita em relação àquelas de-
terminadas na presença apenas de BIS I e no grupo controle, enquanto que estas últimas foram 
comparáveis entre si (Figura 4.9; parâmetros apresentados na Tabela 4.10). O teste de Mantel-
Cox revelou diferença significativa entre os 3 grupos para as curvas em função de E (p < 0,001) 
e de ΔVmax (p = 0,004). 
 
Tabela 4.10 – Valores de campo elétrico (EL50) e da máxima variação estimada do potencial transmem-
brana (ΔV50) associados à probabilidade de letalidade de 0,5 em miócitos ventriculares isolados de rato, 
determinados por regressão não linear aplicada aos pontos da curva de letalidade (Figura 4.9). Estão 
ainda apresentados os valores do coeficiente de Hill (n) das curvas obtidas em células não exposta a 
fármacos (controle; N = 23), expostas apenas a 500 nM BIS I (BIS I; N = 10) e expostas a 10 nM isoprote-
renol na presença do inibidor (BIS I + ISO; N = 10). IC95: intervalo de confiança para 95%. 
 
Grupos 
Controle  BIS I  BIS I + ISO 
Média IC95  Média IC95  Média IC95 
EL50 (V/cm) 85,1 84,1 a 86,2  86,5 84,7 a 88,2  100,6 99,8 a 101,4 
n  20,92 15,35 a 26,49  14,33 8,87 a 19,78  33,85 25,57 a 42,13 
R2 0,97  0,96  0,98 
ΔV50 (mV) 613 609 a 617  595 590 a 602  758 731 a 784 
n  11,58 10,52 a 12,63  15,47 12,73 a 18,20  9,42 6,24 a 12,60 





































































Figura 4.9 – Curvas de letalidade, que descrevem a probabilidade de ocorrência de morte celular em 
função do módulo do campo elétrico aplicado (E; painel A) e da máxima variação do potencial transmem-
brana (ΔVmax; painel B), determinadas em miócitos ventriculares isolados de rato em condições controles 
(controle), tratados com 500 nM BIS I (BIS I), e com 10 nM isoproterenol após incubação com o inibidor 
(BIS I + ISO). Círculos representam as médias e as linhas verticais, os respectivos valores de erro pa-
drão. Os parâmetros das curvas estão apresentados na Tabela 4.10. Há diferença significativa entre os 
grupos (p < 0,001 painel A, p = 0,004 painel B; teste de Mantel-Cox para comparação entre os 3 grupos). 
4.6 TEMPO DE RECUPERAÇÃO PÓS-CHOQUE  
Nos casos de choque não letal, havia desenvolvimento de atividade espontânea e redu-
ção da excitabilidade no período pós-choque, tão mais intensos quanto maior a amplitude do E 
aplicado. Porém, com o tempo, estes efeitos se dissipavam. O tempo médio de recuperação 
das células após a aplicação do E de alta intensidade foi estimado e comparado entre todos os 
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grupos de células utilizados (Tabela 4.11 e Figura 4.9). Os grupos são os mesmos (mesmas 
células) que foram descritos de 4.1 a 4.5. 
A análise de variância bifatorial foi realizada levando em consideração os fatores condi-
ção experimental e tratamento com ISO. As condições experimentais em questão são a ausên-
cia de tratamento prévio com fármacos (controle), tratamento com MET, H-89 ou BIS I, ou reali-
zação do protocolo para redução da mobilização de Ca2+. Segundo está análise, a condição 
experimental a que as células foram submetidas influenciou significativamente o tempo de re-
cuperação pós-choque (p < 0,001). Por outro lado, o tratamento com ISO não exerceu influên-
cia significativa sobre esta variável (p = 0,391). Não foi detectada interação significativa entre os 
fatores examinados (p = 0,730). 
Entre as condições experimentais, o tratamento com BIS I aumentou significativamente 
o tempo de recuperação das células (Tabela 4.11). O teste post-hoc de Bonferroni confirmou a 
significância deste efeito (p < 0,001), que independeu do tratamento com ISO. Além disso, ob-
servou-se que o ISO prolongou o tempo de recuperação (p < 0,05) apenas nas células subme-
tidas ao protocolo para redução da mobilização de Ca2+. 
 
Tabela 4.11 – Valores (média ± erro padrão) do tempo de recuperação pós-choque e número de células 
(N) nos grupos de miócitos ventriculares de rato expostos a diferentes condições experimentais: não tra-
tado com fármacos (controle), tratado com 150 nM metoprolol (MET), 10 µM H-89 (H-89), 500 nM BIS I 




), na ausência (- ISO) ou 
presença (+ ISO) de tratamento com 10 nM isoproterenol. * p < 0,001, 
‡
 p < 0,05 (teste post-hoc de Bon-
ferroni). 
Condição experimental 
Tempo de Recuperação (min) 
- ISO + ISO 
Média ± EPM N Média ± EPM N 
Controle 4,9 ± 0,5 23 4,3 ± 0,4 10 
MET 5,7 ± 0,5 10 4,7 ± 0,4 10 
minCa2+ 6,0 ± 0,5 11 6,4 ± 0,6 ‡ 11 
H-89 4,8 ± 0,4 9 5,1 ± 0,3 8 








































Figura 4.10 – Tempo de recuperação pós-choque de todos os grupos estudados. Colunas representam 
as médias e linhas os respectivos erros padrão (Tabela 11). Valores determinados em miócitos ventricu-
lares isolados de rato expostos a diferentes condições experimentais: não tratado com fármacos (contro-
le), tratado com 150 nM metoprolol (MET), 10 µM H-89 (H-89), 500 nM BIS I (BIS I), e em miócitos sub-




), na ausência (- ISO) ou presença (+ 
ISO) de tratamento com 10 nM isoproterenol. * p < 0,001, 
‡






No presente trabalho foram investigados os efeitos da estimulação β-adrenérgica na le-
talidade de miócitos ventriculares submetidos a E de alta intensidade, como aqueles observa-
dos durante o procedimento de desfibrilação/cardioversão. Também foram investigadas as pos-
síveis vias de sinalização envolvidas, por meio do bloqueio de receptores adrenérgicos β1, inibi-
ção de PKA e PKC e redução da maior mobilização de Ca2+ evocada pela ação de catecolami-
nas. 
5.1 CURVAS DE LETALIDADE 
Para que as curvas de letalidade sejam comparáveis, é preciso que o limiar de estimula-
ção (ET e ΔVT), as dimensões celulares (2a e 2c) e a orientação (ângulo θ) das células estuda-
das sejam compatíveis estatisticamente. O ângulo θ é importante uma vez que o limiar de esti-
mulação e sensibilidade ao efeito letal de E variam conforme a orientação dos miócitos cardía-
cos em relação a E (Tung et al., 1991; Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008). Assim sendo, 
neste trabalho, tomou-se o cuidado de garantir que o ângulo θ sempre fosse próximo de zero 
(desvio máximo de 5°). Também parece haver uma relação entre as amplitudes do ET e o E 
letal (Oliveira et al., 2008), bem como as dimensões celulares (2c e 2a) podem influenciar a 
forma como a célula responde ao E (Knisley et al., 1993; Bassani et al., 2006; JT Goulart, PX 
Oliveira, JWM Bassani e RA Bassani, resultados não publicados). Assim, como cada curva de 
letalidade é determinada num conjunto diferente de células, é importante que as células utiliza-
das em diferentes grupos sejam semelhantes quanto ao limiar de estimulação (ET e ΔVT) e di-
mensões celulares (2c e 2a), e isto foi um requerimento no presente trabalho. É interessante 
observar que, os valores de ΔVT aqui estimados estiveram dentro da faixa esperada para a va-
riação de potencial necessária para evocar um potencial de ação em cardiomiócitos (Bers, 
2001; Oshiyama et al., 2012). 
Em todas as curvas de letalidade em função de ΔVmax, a morte celular só foi observada 
quando ΔVmax atingia valores acima de 300 mV. Segundo Tung (1996), a eletroporação em cé-
lulas cardíacas começa a ocorrer quando o Vm atinge aproximadamente ± 200 mV. Mas a ele-
troporação não necessariamente culmina na morte celular, para isso devem ser gerados danos 
extensos o bastante para que o fenômeno seja irreversível (Ivorra & Rubinsky, 2010). Assim 
como já descrito na literatura (Oliveira et al., 2005, 2008), observamos que uma ΔVmax não letal 
(< 300 mV) é capaz de gerar danos que promovem inexcitabilidade e atividade espontânea 
temporárias. Assumindo um Vm de repouso da ordem de -75 mV (Bassani et al., 2004; Oshiya-
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ma et al., 2012), começamos a observar morte celular quando Vm excede -375 mV, entretanto a 
probabilidade de morte é muito pequena, menor que 0,05. Vale ressaltar que o valor de ΔVmax é 
superestimado neste trabalho. Isso acontece porque o modelo de Klee & Plonsey (1976) não 
prevê a quebra de dielétrico da membrana resultante da eletroporação. O fluxo de íons que se 
estabelece pelos poros hidrofóbicos limita a variação de Vm, de modo que a ΔVmax real sempre 
será menor que a estimada pelo modelo (Neunlist & Tung, 1997; Cheek & Fast, 2004). 
5.2 PROTEÇÃO CONFERIDA PELA ESTIMULAÇÃO β-ADRENÉRGICA 
O tratamento com 10 nM ISO foi suficiente para promover uma estimulação β-
adrenérgica significativa, caracterizada por aumento substancial do encurtamento celular. Nes-
tas condições, surgiu uma clara proteção ao efeito deletério do E, que pode ser constatado por 
um deslocamento das curvas de letalidade para a direita em relação ao grupo controle. O efeito 
protetor esteve presente tanto quando se observou os valores de E, quanto os de ΔVmax associ-
ados à letalidade. Assim, é provável que a estimulação β-adrenérgica seja capaz de atuar em 
mecanismos celulares que tornam os cardiomiócitos mais resistentes à polarização da mem-
brana induzida por E, uma vez que ΔV50 foi elevado em 100 mV após tratamento com ISO. 
Os mecanismos envolvidos nesta proteção podem ser associados a 3 hipóteses: altera-
ção da fluidez da membrana, aumento da eficiência na remoção do Ca2+ citoplasmático e po-
tencialização dos mecanismos de reparo da membrana. As 3 possibilidades podem ser não 
exclusivas, contribuindo juntas para a proteção. As vias envolvidas na proteção podem atuar em 
todas estas possibilidades, mas é mais provável que a primeira e a última sejam as principais 
causas da maior resistência celular ao E. 
A fluidez de membrana afeta a eletroporação, tanto no que diz respeito à formação, 
quanto ao fechamento dos poros hidrofóbicos. Quanto mais fluida for a membrana, maior será a 
probabilidade de formação e de reversão dos poros (Weaver & Chizmadzhev, 1996; Tarek, 
2005; Zimmermann et al., 2008; van Uitert et al., 2010). A estimulação β-adrenérgica produzida 
pelo tratamento com ISO é capaz de elevar a fluidez da membrana, tanto de forma direta como 
indireta. Hirata et al. (1979) sugeriram que a ocupação de receptores β-adrenérgicos por ISO é 
capaz de ativar diretamente a metilação de fosfolípides, aumentando a fluidez da membrana. O 
próprio processo de exocitose de vesículas (que pode ocorrer durante o reparo) também pode 
aumentar a fluidez da membrana, como mostrado em estudos utilizando pinça óptica (Togo et 
al., 1999, 2000). Há indicação de que esta exocitose pode ser modulada pela PKA, ativada du-
rante a estimulação β-adrenérgica (Muñiz et al., 1997; Seino & Shibasaki, 2005; Skelin & 
Rupnik, 2011). No caso específico de células contráteis, também observamos outra forma de 
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redução da tensão superficial. Após um choque subletal, as células que se recuperam apresen-
tam um encurtamento, o que pode estar associado a uma redução da tensão superficial de 
membrana (Rapoport, 1972, 1973). 
Como a hipercontratura celular observada durante a exposição do cardiomiócitos a E de 
alta intensidade advém de uma sobrecarga de Ca2+ (Knisley & Grant, 1995; Oliveira et al., 
2008), aumentar a eficiência da remoção deste íon poderia garantir maior resistência às células. 
A remoção do Ca2+ citoplasmático é sabidamente aumentada pela estimulação β-adrenérgica, 
sendo a principal causa a estimulação da captação de Ca2+ pela SERCA (Bers, 2001). Entretan-
to, em nosso laboratório não se observou o aumento da sensibilidade das células ao E de alta 
intensidade após a inibição da SERCA por thapsigargin (Oliveira et al., 2005). Assim, este me-
canismo não parecer ser capaz de explicar a proteção que encontramos. 
Os mecanismos ativos de reparo, i.e., que tomam lugar quando a reversão do poro hi-
drofílico não ocorre de forma espontânea, são associados a processos celulares de exocitose e 
fusão de membranas (McNeil & Steinhardt, 2003; Schapire et al., 2009; Draeger et al., 2011). A 
estimulação β-adrenérgica é capaz de modular estes processos diretamente, via PKA, ou indi-
retamente, levando à ativação de PKC. Embora a via da PKA seja a única via diretamente aco-
plada aos adrenoceptores  (Steinberg, 1999; Xiang, 2011), há relatos que sugerem comunica-
ção cruzada (cross-talk), antagônica, sinérgica e/ou sequencial, entre as vias adrenoceptor -
PKA e PKC (Guimond et al., 2005; Jiang et al., 2009; Adderley et al., 2010; Khaliulin et al., 
2010; Drosatos et al., 2011), particularmente quanto ao processo de tráfico de vesículas e sua 
fusão com a membrana, e reparo de lesões na membrana (Shen & Steinhardt, 2005; Spaeth et 
al., 2010; Than et al., 2011). 
Associar a estimulação β-adrenérgica a mecanismos de reparo de danos celulares é 
bastante interessante do ponto de vista evolutivo. Uma maior estimulação adrenérgica é classi-
camente associada a comportamentos de luta e fuga, i.e., a uma condição de preparação para 
se enfrentar uma situação que oferece risco a sobrevivência (Romero, 2010). Mesmo que es-
queçamos danos globais ao organismo, e nos foquemos apenas no coração, nestas condições 
ocorre um aumento de frequência e força de contração, de modo que o coração passa a traba-
lhar em um regime de maior stress e consequentemente é mais sujeito a danos (Clarke et al., 
1995; Bers, 2001; Guyton & Hall, 2006; Romero, 2010). A demonstração de que uma via de 
sinalização de situação de risco e que submete naturalmente o coração a uma condição de 
maior susceptibilidade a danos também é capaz de tornar as células mais eficientes em reparo 
é algo que não surpreende, e mostra que este é um mecanismo muito conveniente. 
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5.3 VIAS DE SINALIZAÇÃO ENVOLVIDAS NA PROTEÇÃO 
Exceto pela remota possibilidade de efeito físico direto da interação do ISO com a mem-
brana, é plausível admitir que o efeito protetor do ISO seja associado à ativação de receptores 
β-adrenérgicos, uma vez que já é classicamente estabelecido que ISO é um agonista seletivo 
aos adrenoceptores do tipo β (Lands et al., 1967b). Entretanto, os 3 subtipos de adrenoceptores 
β estão presentes nos cardiomiócitos ventriculares de mamíferos (Carlsson et al., 1972; Min-
neman et al., 1979; Gauthier et al. 1996). Como os adrenoceptores do subtipo β1 são mais 
abundantes no miocárdio (Carlsson et al., 1972; Minneman et al., 1979; Brodde, 1991) e são os 
mais importantes na mediação do efeito inotrópico positivo (Steinberg, 1999; Penna & Bassani, 
2010; Boer et al., 2011), levantou-se a hipótese de que adrenoceptores β1 mediariam também o 
efeito protetor do ISO. Esta hipótese foi confirmada pela abolição deste efeito ao se tratar as 
células com MET, um antagonista seletivo dos receptores adrenérgicos β1 (Minneman et al., 
1979), numa concentração suficiente para abolir também o efeito inotrópico positivo do ISO.  
O efeito do MET sobre os potenciais de ação e correntes de membrana em cardiomióci-
tos é conhecido. Sua ação estabilizadora da membrana poderia e modificar a resposta desta ao 
E. Todavia, esses efeitos são observados em concentrações da ordem de 10-3 M (Barrington & 
Ten Eick, 1990; Sanchez-Chapula, 1992), i.e., ao menos 1 ordem de grandeza acima da con-
centração utilizada neste trabalho. Como o tratamento apenas com MET não alterou a curva de 
letalidade, é possível concluir que o bloqueio dos adrenoceptores β1 parece não alterar a condi-
ção basal de reparo celular, apenas impede o ganho de proteção por estimulação desta via. 
Os experimentos com inibição da PKA mostram que esta quinase tem papel fundamen-
tal na proteção β-adrenérgica das células ao E. H-89, um conhecido inibidor da PKA (Chijiwa et 
al., 1990), foi capaz de inibir ambos o efeito inotrópico positivo (Figura 4.6) e protetor da estimu-
lação β-adrenérgica, indicando que PKA é um efetor essencial na cascata de sinalização que 
possivelmente ativa os mecanismos de reparo capazes de tornar a célula mais resistente aos 
efeitos deletérios do E. Isto não é surpresa, uma vez que é amplamente aceito que os efeitos da 
ativação de adrenoceptores 1 são principalmente mediados pela ação da PKA (Steinberg, 
1999; Xiang, 2011). 
Para garantir a inibição da PKA utilizamos uma concentração relativamente alta de H-89 
(10 µM; Ki = 48 nM, Chijiwa et al., 1990). Foram realizados testes preliminares com concentra-
ções menores (1, 3, 5 e 10 µM) de H-89, e apenas o tratamento com 10 µM de H-89 foi capaz 
de ter um efeito significativo, inibindo a ação inotrópica positiva da estimulação β-adrenérgica. 
Devido a fatores como procedência e lote, pode haver uma grande variação na eficiência de um 
fármaco, e a inibição de PKA com concentrações mais elevadas de H-89, como 10 µM, é co-
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mum em diversos trabalhos realizados em diferentes tipos celulares (Kashima et al., 2001; Fuji-
no et al., 2002; Liu et al., 2011; Jonassen et al., 2012). 
Outra limitação do uso de H-89 é seu efeito sobre correntes iônicas de membrana. O tra-
tamento com 5 µM desta droga pode provocar inexcitabilidade celular por reduzir a corrente de 
Ca2+ do tipo L (Hussain et al., 1999). De fato, após o tratamento com H-89, observamos que 
várias células pararam de responder à estimulação elétrica. Entretanto, como as curvas de leta-
lidade de células tratadas com H-89 não foram diferentes das curvas do grupo controle, pode-se 
supor que este efeito não altere o comportamento da célula em relação ao efeito deletério do E, 
especialmente porque as correntes iônicas não parecem estar envolvidas no processo de ele-
troporação. Outros trabalhos demonstraram que o bloqueio de canais de Ca2+ voltagem-
dependentes do tipo L, com verapamil (Oliveira et al., 2005), Cd2+ e Ni2+ (Tovar & Tung, 1992) 
não altera a resposta de cardiomiócitos aos efeitos deletérios do E. 
Assim, acreditamos que a explicação mais plausível para o desaparecimento do efeito 
protetor da estimulação β-adrenérgica após o tratamento com H-89 seja a inibição da PKA. Esta 
hipótese é consistente com o relato de que a PKA pode atuar em várias etapas do mecanismo 
de exocitose, aumentando a disponibilidade de vesículas, modulando o transporte destas e me-
diando a fusão de membranas (Muñiz et al., 1997; Chheda et al., 2001; Thakur et al., 2004; Sei-
no & Shibasaki, 2005; Skelin & Rupnik, 2011). 
Spaeth et al. (2010, 2011) demonstraram que a taxa de reparo de axônios transecciona-
dos é maior quando a PKA é ativada por cBIMPS (um análogo de cAMP que ativa apenas 
PKA). A inibição de PKA com KT5720 e PKI também produziu redução na taxa de reparo 
(Spaeth et al., 2010). A via de ação da PKA identificada no reparo não estaria no tráfego ou no 
aumento da disponibilidade de vesículas do sistema de Golgi, mas sim na fusão de membranas, 
por fosforilação de proteínas especializadas neste processo, denominadas SNARE (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Receptor). A utilização de inibidores de SNAREs 
aboliu o aumento da taxa de reparo causado pela ativação de PKA (Spaeth et al., 2011). 
Shen & Steinhardt (2005) observaram que a PKA é capaz de potencializar o auto-reparo 
de células da córnea de coelho lesadas mecanicamente. Potencializar o reparo é definido como 
tornar a célula mais eficiente em se reparar de forma global, enquanto facilitar o reparo consiste 
em tornar a célula mais eficiente no reparo de lesões ocorridas na mesma região da membrana. 
Entretanto, este grupo propôs que a  PKA só participaria do processo de potencialização, i.e., 
após uma lesão, a PKA tornaria a célula mais apta a se reparar apenas se a segunda lesão 
fosse causada em uma região diferente da membrana. No caso do dano causado a cardiomióci-
tos pelo E, quando a célula se encontrar orientada paralelamente ao campo, a lesão tende a 
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ocorrer de forma localizada nos polos (Oliveira et al., 2008; Klauke et al., 2010). O aumento da 
eficiência de reparo na mesma região, ou seja, facilitação, observado por Shen & Steinhardt 
(2005), seria independente de PKA, e estaria relacionada apenas à ativação de PKC. Esta pro-
posta poderia, em tese, também ser aplicável à proteção de miócitos cardíacos pelo ISO, ob-
servada neste trabalho. Para investigá-la, foram realizados experimentos nos quais a estimula-
ção β-adrenérgica foi realizada na presença de BIS I, um inibidor de PKC (Toullec et al., 1991). 
O tratamento com 500 nM de BIS I não afetou significativamente o efeito inotrópico posi-
tivo da estimulação β-adrenérgica. Este resultado era esperado, uma vez que não existem rela-
tos de que PKC participe da modulação deste efeito.  Mas este resultado foi importante em de-
monstrar que a concentração utilizada de BIS I não foi capaz de inibir a PKA. 
No que diz respeito à letalidade, a inibição de PKC não produziu efeitos significativos 
sobre o efeito de E, fosse na ausência ou presença de ISO. Este resultado sugere que, em mió-
citos ventriculares de rato, a PKA não atua como mero coadjuvante favorecendo a ativação de 
PKC, mas tem papel central no processo que confere maior resistência ao E. Este resultado 
não descarta a participação da PKC nos mecanismos basais de reparo, mas mostra que a pro-
teção mediada pela ativação de adrenoceptores β1 não parece envolver participação de PKC. 
Apesar da inibição de PKC não se relacionar com o ganho de resistência das células ao 
efeito deletério do E, vários trabalhos associam sua ação aos mecanismos de exocitose e fusão 
de membranas (De Matteis et al., 1993; Buccione et al., 1996; Simon et al., 1996; Wester-
mann et al., 1996; Chung et al., 2000). Nossos resultados apontam um provável envolvimento 
da PKC na taxa de reparo pós-choque da membrana. Sob inibição de PKC, o tempo de recupe-
ração das células após um choque subletal aumentou substancialmente, efeito este que inde-
pendeu do tratamento com ISO. 
Togo et al. (1999), realizando experimentos com lesão mecânica de fibroblastos 3T3, 
observaram que, após repetidas lesões, o reparo é mais rápido que após a primeira lesão. Os 
autores propuseram a existência de um pré-condicionamento da célula, de modo que os meca-
nismos de reparo ativados pela primeira lesão não se inativariam, o que tornaria a célula mais 
apta a realizar o próximo reparo (Shen et al., 2005). Os mecanismos moleculares que permitem 
esta facilitação de reparo foram associados à ativação de PKC (Togo et al., 1999; Shen & Stei-
nhardt, 2005) e de SNAREs (Shen et al., 2005) na primeira lesão. No presente trabalho, tam-
bém foram induzidas lesões repetidas, até a ocorrência de morte celular (ver 3.6.1), condição 
necessária para realização da análise de sobrevivência. Seria então possível explicar o aumen-
to do tempo médio de recuperação pós-choque por BIS I como resultado do bloqueio da facilita-
ção do reparo. A inibição da PKC com BIS I impede a ocorrência da facilitação (Togo et al., 
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1999; Shen & Steinhardt, 2005), mas pode (Shen & Steinhardt, 2005) ou não (Togo et al., 1999) 
tornar o segundo reparo mais lento que o primeiro: a razão entre a velocidade do 2º reparo e a 
do 1º reparo  foi próxima a 1 (fibroblastos 3T3 tratados com 500 nM BIS I; Togo et al., 1999) ou 
menor que 1 (fibroblastos 3T3 tratados com 1 µM Gö-6976; Togo et al., 1999; células da córnea 
tratadas com 1 µM BIS I; Shen & Steinhardt, 2005). Assim, os resultados de Togo et al. (1999) 
sugerem que os mecanismos basais de reparo independem de PKC, estando esta enzima rela-
cionada apenas a um ganho de velocidade de reparo após a primeira lesão. 
De modo geral nossos resultados mostram que o aumento da resistência de cardiomióci-
tos ao efeito deletério do E após a estimulação β-adrenérgica se dá por ativação de adrenocep-
tores β1 e subsequente ativação da PKA. Pode-se especular que a ação da PKA provavelmente 
se dá potencializando os mecanismos de reparo celular, o que pode estar relacionado a capaci-
dade de reparar danos mais extensos, uma vez que os choques são progressivamente mais 
intensos e consequentemente tornam a eletroporação mais ampla (Wolf et al., 1994; Smith et 
al., 2004; Miklavčič et al., 2010; Saulis, 2010). PKC atuaria na facilitação do processo de reparo. 
Mas os mecanismos basais de reparo parecem ser independentes destas duas quinases, já que 
a inibição delas não torna a célula menos resistente ao E. 
5.4 PARTICIPAÇÃO DO Ca2+ NA PROTEÇÃO 
Em condições fisiológicas, quando a membrana celular é lesada, ocorre um massivo in-
fluxo de Ca2+ do meio extracelular para o citoplasma. A elevação da [Ca2+]i pode atuar como um 
sinal e levar à ativação dos mecanismos de reparo celular (Steinhardt et al., 1994; Spaeth et al., 
2010), assim como as vias que levam a morte por apoptose (Orrenius et al., 2003) ou perda de 
integridade celular por hipercontratura (Knisley & Grant, 1995; Oliveira et al., 2008; Klauke et al., 
2010). A participação do Ca2+ no reparo não espontâneo de membrana é decorrente de seu 
papel em todo o processo de exocitose e fusão de membranas. A ação do Ca2+ é direta na fu-
são de membranas mediada por SNAREs, na qual a sinaptotagmina atua como sensor de Ca2+ 
(Jackson & Chapman, 2006). A inibição das proteínas sinaptobrevina e SNAP-25 (duas SNA-
REs) impede o reparo de membrana mediado por Ca2+ (Steinhardt et al., 1994). Ca2+ também 
pode promover a interação de anexinas com a membrana, tal interação está relacionada a 
eventos de exocitose, endocitose e reparo de membrana (Gerke et al., 2005; Babiychuk et al., 
2009; Draeger et al., 2011). Mas o papel do Ca2+ não se resume a uma participação direta: ele 
pode atuar ativando PKA e PKC, que irão atuar ativamente nos processos de reparo (McNeil & 
Steinhardt, 2003; Shen & Steinhardt, 2005; Spaeth et al., 2010). Spaeth et al. (2010) propuse-
ram um modelo no qual o influxo de Ca2+ pela lesão inicia os mecanismos de reparo via ativa-
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ção de PKA, PKC, Epac (proteína de troca ativada por cAMP) e oxidação. Um aumento de 
[Ca2+]i pode promover a ativação de uma isoforma de AC dependente de Ca
2+, o que levará à 
ativação da PKA por aumento da disponibilidade de cAMP (Hanoune & Defer, 2001; Kim et al., 
2007). A PKA é capaz tanto de atuar nos mecanismos de reparo, como aumentar ainda mais a 
mobilização de Ca2+, no caso do coração (Bers, 2001). Por outro lado, PKC é ativada direta-
mente por Ca2+ e DAG, sendo que a disponibilidade de DAG também pode ser aumentada com 
o aumento de [Ca2+]i. Neste último caso, Ca
2+ ativaria calpaína, uma protease que pode promo-
ver a ativação da PLC, a qual, por sua vez, hidrolisa PIP2 em IP3 e DAG (Minneman, 1988; 
Banno et al., 1995). IP3 também pode promover o aumento de [Ca
2+]i por liberação dos esto-















Figura 5.1 – Representação esquemática da sinalização de reparo via Ca
2+
. Após o influxo de Ca
2+
 em 
decorrência de uma lesão, ocorre a elevação de [Ca
2+
]i que ativa uma adenilato ciclase dependente de 
Ca
2+
 (AC). AC eleva a produção de monofosfato cíclico de 3´-5´-adenosina (AMPC), que ativa a quinase 





também pode ativar calpaína, que hidrolisa a fosfolipase C (PLC), levando à sua ativação e posterior 
hidrólise de fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 atua ele-
vando a [Ca
2+
]i. DAG e Ca
2+
 ativam a quinase de proteína C (PKC), que atuará no selamento. Ca
2+
 tam-
bém pode interagir com SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Receptor) e ane-
xinas (ANX), para mediar a fusão de membranas e processos de exocitose e endocitose. PKC e PKA 




A ativação de PKA isoladamente pelo influxo de Ca2+ durante a lesão de membrana é 
pouco provável em miócitos ventriculares. As ACs que apresentam atividade aumentada em 
presença de Ca2+ são as isoformas AC1 e AC8, cuja expressão ocorre principalmente no cére-
bro (Hanoune & Defer, 2001). Estas isoformas já foram encontradas em células atriais, mas 
miócitos ventriculares carecem de AC1, e apresentam baixa expressão de AC8 (Mattick et al., 
2007). As principais isoformas encontradas em miócitos ventriculares são AC5 e AC6, ambas 
inibidas por Ca2+ (Hanoune & Defer, 2001). Assim, a não ocorrência de um aumento na probabi-
lidade de morte ou no tempo de recuperação dos cardiomiócitos após a inibição da PKA não 
causa surpresa. Diferentemente do que ocorre em neurônios, onde a inibição de PKA resulta 
em uma queda na eficiência de reparo (Spaeth et al., 2010), é provável que, mesmo se presen-
tes, as ACs dependentes de Ca2+ dos miócitos ventriculares não sejam capazes de promover 
uma ativação considerável de PKA no momento da lesão, o que explicaria a ausência de evi-
dência da participação da PKA nos mecanismos basais de reparo de membrana em miócitos 
ventriculares. 
10 nM de ISO são capazes de produzir um efeito inotrópico significativo em miócitos 
ventriculares (ver 3.1), que é dependente do aumento da amplitude da variação sistólica da 
[Ca2+]i (Bers, 2001; Soriano et al., 2007). Para determinar se o efeito protetor do ISO estaria 
associado ao aumento da mobilização celular de Ca2+, realizou-se a depleção dos estoques 
deste íon contidos no RS, que constitui a principal fonte de Ca2+ ativador da contração em ma-
míferos (Delbridge et al., 1996; Bers, 2001). Estes estoques de Ca2+ do RS são ainda aumenta-
dos pelo tratamento com ISO (Ginsburg & Bers, 2004). Além disso, não foi utilizada a estimula-
ção elétrica prévia ao choque de alta intensidade, a qual evoca ciclicamente a corrente de Ca2+ 
através do sarcolema. Esta, também estimulada por ISO (Ginsburg & Bers, 2004), eleva a dis-
ponibilidade de Ca2+ para o RS (Bassani et al., 2004). Com esses procedimentos, buscou-se 
reduzir o acionamento de mecanismos dependentes de Ca2+ que pudessem estar envolvidos no 
processo de reparo das lesões de membrana induzidas pelo choque de alta intensidade. 
O protocolo utilizado não leva a uma condição de depleção do íon Ca2+: simplesmente é 
obtida uma redução da mobilização de Ca2+. Assim, é de se esperar que, caso o aumento da 
mobilização de Ca2+, evocado pela estimulação β-adrenérgica antes da lesão, pré-
condicionasse os mecanismos de reparo, o efeito protetor do ISO desapareceria ou o tempo de 
recuperação das células seria aumentado. Entretanto, este procedimento experimental não afe-
tou a curva de letalidade, e nem impediu que o ISO aumentasse a resistência das células ao 
efeito deletério do E de alta intensidade. O que se observou foi um aumento de ~50% no tempo 
68 
 
de recuperação médio das células submetidas a este procedimento e tratadas com ISO. Este 
resultado poderia ser explicado por uma menor ativação de PKC neste caso, interpretação ba-
seada na observação de que a inibição de PKC por BIS I causa um grande aumento no tempo 
de recuperação das células, possivelmente por abolir a facilitação do reparo celular. 
Deste modo, o efeito protetor da estimulação β-adrenérgica parece independer do au-
mento de [Ca2+]i. Estes achados são similares aos obtidos por Spaeth et al. (2010), que obser-
varam que, por mais que Ca2+ seja necessário para o reparo, a ausência de Ca2+ pode ser su-
prida, em parte, pela ativação dos mecanismos de reparo via aumento de cAMP. Quando pro-
vemos uma estimulação β-adrenérgica usando ISO, estamos de fato aumentando a disponibili-
dade de cAMP. Nossos resultados com a inibição de PKA utilizando H-89 corroboram esta hipó-
tese. Assim, acreditamos que o processo de reparo necessite de uma [Ca2+]i basal para que os 
mecanismos de reparo dependentes de Ca2+ funcionem, mas que um aumento desta [Ca2+]i não 
é requerido para o aumento da resistência dos miócitos ao E conferido pela estimulação β-
adrenérgica. 
5.5 IMPLICAÇÕES CLÍNICAS 
O aumento da liberação de catecolaminas pelas terminações adrenérgicas cardíacas e 
dos níveis plasmáticos desses sinalizadores têm sido encontrados durante a FV (Wortsman et 
al., 1984; Foley et al., 1987; Winkle et al., 1990; Meredith et al., 1991; Woodhouse et al., 1992), 
de modo que o coração é exposto ao choque desfibrilatório já sob considerável estimulação 
adrenérgica. Além disso, o procedimento de desfibrilação costuma ser precedido de infusão de 
adrenalina (Lee, 2011). Não há consenso sobre o benefício desta abordagem, mas já foi de-
monstrado que a infusão de adrenalina promove um aumento da taxa de sobrevivência de paci-
entes não desfibrilados e uma redução da energia requerida para o sucesso na desfibrilação 
(Herlitz et al., 1995; Tang et al., 2001). Redução do limiar de desfibrilação em decorrência da 
estimulação com noradrenalina também foi relatada em pacientes com desfibriladores implantá-
veis (Kalus et al., 2005). 
Nós demonstramos que a estimulação β-adrenérgica pode tornar as células cardíacas 
mais resistentes ao E, e que este efeito é abolido pelo uso de MET, um bloqueador dos adreno-
ceptores β1. O uso de β-bloqueadores é comumente indicado no tratamento da insuficiência 
cardíaca (Foody et al., 2002; Böhm et al., 2011; Bocchi et al., 2012). Porém, pacientes com in-
suficiência cardíaca constituem um grupo de risco para a FV e estão mais propensos a serem 
submetidos a uma desfibrilação/cardioversão (Roger et al., 2012). Em tese, o uso de bloquea-
dores β1 poderia aumentar os danos associados ao procedimento, por impedir que a maior pre-
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sença de catecolaminas endógenas promova proteção. Entretanto, o uso crônico do β-
bloqueador MET na insuficiência cardíaca reduz a ocorrência de morte súbita nos pacientes 
(Goldstein et al., 2001) e também pode restaurar a perda do acoplamento dos adrenoceptores β 
à sua via de transdução, que ocorre nesta condição patológica (Bristow, 1997), o que poderia 
permitir que uma estimulação adrenérgica residual exerça efeito protetor sobre o miocárdio no 
caso da aplicação de um choque desfibrilatório. 
Embora a infusão de catecolaminas durante a FV pareça ser benéfica, este procedimen-
to é controverso por apresentar um efeito pró-arrítmico. As arritmias causadas pela estimulação 
β-adrenérgica são decorrentes da atividade espontânea associada a uma sobrecarga de Ca2+ 
(Bassani & Bassani, 2003; Boer et al., 2011). Além disso, este tratamento pode facilitar a reen-
trância e reindução de FV pela abreviação do período refratário dos cardiomiócitos (Tovar & 
Jones, 1997). Apesar de toda a discussão a este respeito, a utilização da estimulação β-
adrenérgica é rotineira nas tentativas de ressuscitação emergencial, sendo os maiores proble-
mas associados a altas doses de catecolaminas, nas quais se observa uma queda na eficiência 
da ressuscitação e redução da sobrevivência nas 24 horas seguintes (Hörnchen et al., 1993; 
Hilwig et al., 2000). No presente trabalho, foi possível obter uma considerável proteção ao E de 
alta intensidade com uma concentração submáxima de ISO, na faixa nanomolar (Penna & Bas-
sani, 2010). Nossos resultados, que demonstram pela primeira vez que a estimulação adrenér-
gica confere proteção miocárdica contra a lesão causada pelo choque, sugerem que tratamen-
tos que visem uma estimulação β-adrenérgica branda (insuficiente para um efeito pró-arrítmico 





Dos resultados do presente trabalho, é possível concluir que: 
a) A estimulação β-adrenérgica aumenta a resistência de miócitos ventriculares de rato aos 
efeitos deletérios do E de alta intensidade. 
b) Os mecanismos moleculares envolvidos neste efeito protetor, que são mediados pela ocupa-
ção de adrenoceptores β1, parecem envolver a via de transdução clássica associada a estes 
receptores, da qual a PKA é o efetor. 
c) A ação da PKA não esta relacionada ao aumento da mobilização de Ca2+ celular, nem ao 
cross-talk com PKC. Há indicação de que PKC tenha influência facilitadora do reparo da mem-
brana, tornando a recuperação pós-choque mais rápida, mas tal facilitação independe da esti-
mulação β-adrenérgica. 
d) Propõe-se que PKA possa atuar nos mecanismos de reparo celular e, assim, conferir maior 
resistência a célula. Entretanto, estudos ainda são necessários para se determinar quais os 
mecanismos de reparo são direta ou indiretamente potencializados por PKA durante a estimula-
ção β-adrenérgica. 
e) Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho possam ser futuramente melhor explora-
dos, fornecendo subsídio para o desenvolvimento e utilização de fármacos que possam atenuar 
os efeitos deletérios dos procedimentos de desfibrilação ou cardioversão sobre a integridade e 
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